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La retinopatia diabetica (DR) è una delle più comuni conseguenze del diabete, spesso associata a 
deterioramento delle facoltà visive di vario grado fino alla cecità. Essa è stata per lungo tempo 
considerata essenzialmente un disordine del microcircolo poiché i primi segni clinici evidenziati 
in pazienti affetti erano a carico dei vasi, quali microaneurismi, edema e neoangiogenesi. Ad 
oggi, i trattamenti terapeutici più in uso sono diretti, per la maggior parte, verso la patologia 
vascolare.  
Tuttavia non ci sono evidenze che la causa primaria della DR sia un difetto del microcircolo. 
Infatti, è stato mostrato come la neurodegenerazione, nelle sue due componenti di morte 
neuronale e attivazione gliale, preceda la disfunzione vascolare. La perdita dell’integrità 
dell’unità neuro-vascolare, ovvero dell’insieme di interazioni fisiche e biochimiche tra neuroni, 
glia e vasi volte a supportare l’attività dei neuroni con un adeguato sostegno metabolico, sarebbe 
dovuta, in prima istanza, alla disfunzione neuronale che assumerebbe un ruolo causale nelle 
manifestazioni microangiopatiche e nel danno alla barriera emato-retinica.   
Posto il ruolo primario della componente nervosa della retina nella patogenesi della DR, è 
possibile ipotizzare l’efficacia di nuove strategie terapeutiche che mirino alla neuroprotezione. 
Tra le sostanze con azione neuroprotettiva, grande attenzione è stata recentemente rivolta ai 
peptidi neuroprotettivi fisiologicamente espressi.  
Nel lavoro svolto è stato utilizzato un modello ex vivo di retina che mimi la situazione iniziale 
tipica della DR; espianti organotipici di retina sono stati coltivati in presenza di alto glucosio, di 
H2O2 o in condizioni di controllo. Infatti, l’iperglicemia si configura come il fattore causale 
scatenante le conseguenze del diabete nella retina mentre il trattamento con H2O2 è accettato 
come sistema sperimentale per riprodurre condizioni di stress ossidativo, che costituisce uno dei 
principali collegamenti tra alto glucosio e DR. Questo secondo approccio, quindi, offrirebbe la 
possibilità di indagare direttamente il ruolo di questo componente specifico della patogenesi della 
DR.  
È stato visto che sia l’alto glucosio che lo stress ossidativo determinano una risposta nella retina 
che si esplica sottoforma di aumento della morte cellulare per apoptosi e dei livelli di VEGF 
(Vascular Endothelial Growth Factor), uno dei principali fattori proangiogenici, rispetto ai 
controlli. La dimostrazione della correlazione positiva tra apoptosi ed espressione/rilascio di 
5 
 
VEGF conferma lo stretto collegamento tra queste due manifestazioni e permette di ipotizzare 
una relazione causale tra di esse.    
In questo contesto è stata valutata l’efficacia del trattamento con sostanze neuroprotettive. Tra le 
molecole candidate, l’attenzione è stata rivolta all’indagine dell’effetto benefico di octreotide, 
analogo sintetico del neuropeptide somatostatina, nell’attenuare i danni ai neuroni, riducendo 
l’apoptosi, e nel saggiare se e come questo risultato si ripercuote sull’aumento 
dell’espressione/rilascio di VEGF. Il contemporaneo miglioramento rilevato su entrambi i fronti 
va a supporto della teoria di una relazione causale tra danno alla neuroretina e sviluppo di 
risposte inerenti la componente vascolare; questo permette di sostenere l’ipotesi dell’utilizzo di 
neuroprotettori, nello specifico neuropeptidi, come trattamento della DR nelle sue fasi precoci, 
impedendo il successivo decorso deleterio. 
In conclusione, i risultati finora ottenuti supportano l’ipotesi, esposta inizialmente, di un 
coinvolgimento primario della disfunzione neuronale come evento precoce nella DR e 
sostengono la validità e l’efficacia di trattamenti neuroprotettivi come strategia terapeutica 
mirata. Inoltre, le prove effettuate mostrano come un modello ex vivo adeguato sia un utile 
strumento, tra l’altro, per mettere in luce con maggior chiarezza singoli aspetti di un fenomeno 


















Ad              Adrenalina  
AGE          Prodotti avanzati di glicazione  
BDNF        Fattore neurotrofico celebrale  
BRB           Barriera emato-retinica  
CA             Anidrasi carbonica  
DAG          Diacilglicerolo  
DAPI          4'-6-diamidino-2-phenylindole  
DME          Edema maculare diabetico  
DO             Densità ottica  
DR             Retinopatia diabetica  
ERG           Elettroretinogramma  
ET-1           Endotelina 1  
FGF            Fattore di crescita dei fibroblasti  
GCL           Strato delle cellule ganglionari  
GLUT-1     Trasportatore per il glucosio 1  
GFAP         Proteina gliale fibrillare acida  
GS              Glutammina sintetasi  
GSH           Glutatione  
HIF-1α        Fattore inducibile dall’ipossia 1 α  
IGF-1          Fattore di crescita insulina-simile 1  
IRS-2          Substrato del recettore dell’insulina 2  
INL             Strato nucleare interno  
IPL              Strato plessiforme interno  
LDH            Lattato deidrogenasi  
NAd            Noradrenalina  
NGF            Fattore di crescita nervoso  
NPY            Neuropeptide Y  
NO              Ossido nitrico  
NPDR         Retinopatia diabetica non proliferativa  
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OCT            Octreotide  
OD              Densità ottica  
OIR             Retinopatia indotta dall’ossigeno  
ONL            Strato nucleare esterno  
OPL             Strato plessiforme esterno  
PACAP       Peptide attivatore dell’adenilato ciclasi della ghiandola pituitaria  
PB               Tampone fosfato  
PBS             Tampone fosfato salino  
PDGR          Fattore di crescita derivato dalle piastrine  
PDR             Retinopatia diabetica proliferativa  
PK                Piruvato chinasi  
PKC             Proteina chinasi C  
PI                 Ioduro di propidio  
PND             Giorno di vita post-natale  
RAAS          Sistema renina angiotensina aldosterone  
RGC            Cellule ganglionari della retina  
ROS            Specie reattive dell’ossigeno  
RPE             Epitelio pigmentato della retina  
RT-PCT       Reverse transcription–polymerase chain reaction  
SEM                Errore standard della media  
SNC           Sistema nervoso centrale  
SST             Somatostatina  
STZ             Streptozotocina  
TNFα           Fattore di necrosi tumorale α  
VEGF          Fattore di crescita endoteliale vascolare  








1.1. Retina e visione 
 
1.1.1. Il sistema visivo: cenni di struttura e funzione 
 
Il mondo visivo è la più importante fonte di informazioni circa l’ambiente di cui l’uomo dispone. 
Nessuno degli altri segnali sensoriali raggiunge il cervello in una varietà comparabile ed è 
processato da tante aree corticali quante nel caso delle informazioni visive (Gabriel, 2013). Del 
resto, la vista è il più fondamentale dei nostri sensi ed è forse la tragedia più grande quando la 
cecità ci priva di questa modalità. 
Il sistema visivo è la parte del sistema nervoso centrale (SNC) che fornisce agli organismi 
l’abilità di processare i dettagli visivi, così come di generare diverse risposte non direttamente 
inerenti alla formazione di immagini. Esso presenta un alto grado di complessità e svolge un gran 
numero di compiti di primaria importanza. In primo luogo il sistema visivo è deputato alla 
ricezione e trasduzione del segnale, sotto forma di luce visibile, necessario per la creazione di una 
rappresentazione dell’ambiente circostante. La visione è un fenomeno complesso e la percezione 
degli oggetti e di un’immagine visiva nell’insieme si realizza solo quando il segnale è integrato 
dalle stazioni cerebrali superiori del sistema visivo (Carlson, 2014). Inoltre esso è implicato in 
fenomeni, ulteriori alla percezione visiva, che includono la generazione del riflesso pupillare e il 
controllo del ritmo circadiano. Dal punto di vista anatomico, il sistema visivo comprende gli 
occhi, il chiasma ottico, le vie di collegamento fino al nucleo genicolato laterale del talamo, la 
corteccia visiva primaria e secondaria ed altre regioni del cervello (Fig. 1).  
L’occhio è un organo di senso, la cui complessità varia in funzione dei bisogni degli organismi; 





Figura 1 Organizzazione anatomica del sistema visivo. Tratta dal sito 
http://medicalxpress.com 
 
L’occhio umano è una delle strutture più complicate, richiedendo molte componenti diverse per 
permettere le nostre avanzate capacità visive. Secondo una classificazione anatomica basilare, 
nell’occhio si distinguono tre strati principali, rappresentati da tuniche di diversa natura; 
dall’esterno, rispettivamente: una tunica fibrosa costituita dalla cornea anteriormente e dalla 
sclera posteriormente, segue uno strato vascolarizzato che comprende la coroide, il corpo ciliare e 
l’iride, e infine la retina, la vera e propria componente sensoriale (Gray, 1918, Davson, 2012). 
Sebbene tutte le parti dell’occhio siano importanti per una buona percezione visiva, la struttura 
vitale per la visione è la retina. 
 
 
1.1.2.  La retina: sviluppo e anatomia 
 
La retina è un sottile strato di tessuto nervoso, spesso in media 0,25 mm (Alamouti and Funk, 
2003), sensibile alla luce, che riveste la superficie interna del polo posteriore dell’occhio (Fig. 2); 






Figura 2   Disegno di una sezione di occhio umano con ingrandimento schematico della 
retina. Tratta dal sito http://webvision.med.utah.edu/ 
 
Essa è parte del SNC e si configura come una regione del cervello dei vertebrati ideale per il suo 
studio; la retina, infatti, deriva dal tubo neurale, come le restanti parti del SNC, ma è 
anatomicamente separata da queste e offre il vantaggio di un più agevole approccio sperimentale 
(Yang, 2004). La retina si forma, durante lo sviluppo embrionale, dalle vescicole ottiche, 
estroflessioni ai due lati della porzione anteriore del tubo neurale in via di sviluppo. Ciascuna 
vescicola ottica primordiale si ripiega su se stessa per formare la coppa ottica, con l’interno della 
coppa che diventa la retina e la parte esterna che rimane come un singolo strato di cellule 
epiteliali, l’RPE (Gilbert, 2000). Come molte altre porzioni del cervello, anche la retina è 
caratterizzata da struttura stratificata, con “foglietti” sovrapposti di neuroni interconnessi, che 
mantiene la stessa organizzazione e un ordine preciso per tutta l’estensione dell’organo.  
La retina di tutti i vertebrati è composta da tre strati cellulari e due strati di sinapsi (Cuenca et al., 
2014) (Fig. 3). I cinque diversi tipi neuronali presenti concorrono a formare i tre strati; lo strato 
nucleare esterno (Outer Nuclear Layer, ONL) è costituito dai corpi cellulari dei fotorecettori (di 
due tipi: coni e bastoncelli); è lo più strato più esterno, prossimo al RPE, in cui sono immersi i 




Figura 3   Immagine al microscopio ottico di una sezione verticale di retina centrale umana. 
Tratta dal sito http://webvision.med.utah.edu/ 
 
I soma dei neuroni di secondo ordine, cellule bipolari e cellule orizzontali per la precisione, 
insieme a quelli delle cellule amacrine e delle cellule di Müller, principale componente gliale 
della retina, formano lo strato nucleare interno (Inner Nuclear Layer, INL), lo strato cellulare 
intermedio. Infine lo strato cellulare più interno, a contatto con l’umor vitreo, contiene i corpi 
cellulari delle cellule ganglionari (RGC) e delle cellule amacrine spiazzate e prende il nome di 
strato delle cellule ganglionari (Ganglion Cell Layer, GCL) (Gabriel, 2013). A completare la 
struttura, sono interposti due strati di fibre a livello dei quali si trovano le sinapsi. Lo strato 
plessiforme esterno (Outer Plexiform Layer, OPL) separa ONL e INL e contiene gli assoni 
provenienti dal primo e i dendriti del secondo, mentre lo strato plessiforme interno (Inner 
Plexiform Layer, IPL), si interpone tra INL e GCL ed è costituito dalle fibre efferenti dell’INL e 
quelle afferenti del GCL. È stato mostrato come l’IPL sia a sua volta suddiviso in sotto-
stratificazioni, definite laminae, generate dalla disposizione peculiare delle fibre provenienti dalle 
diverse tipologie cellulari presenti nell’INL, in primo luogo dalle varie classi di bipolari 
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(Haverkamp et al., 2003, Hoon et al., 2014). Gli assoni delle RGC convergono a formare le fibre 
del nervo ottico, il quale fuoriesce dalla struttura oculare a livello del disco ottico, andando a 
terminare nelle stazioni visive primarie del cervello. Le RGC rappresentano l’unica popolazione 
neuronale retinica attraverso cui le informazioni visive si dipartono dalla retina verso i centri 
nervosi superiori. 
Oltre alle suddette classi neuronali, il tessuto nervoso retinico consta di una componente gliale, 
rappresentata, in larga maggioranza, da cellule caratteristiche, note come cellule di Müller, e da 
una popolazione di astrociti, confinati al rivestimento degli assoni che si apprestano a originare il 
nervo ottico e dei vasi che entrano nella retina in stretta prossimità con esso, nel disco ottico.  
Gli astrociti, durante lo sviluppo, migrano nella retina lungo il nervo ottico e formano un 
monostrato a livello della membrana limitante interna (Stone and Dreher, 1987, Ling et al., 
1989). Le cellule di Müller presentano una localizzazione peculiare, con i corpi cellulari a livello 
dell’INL ed i prolungamenti che percorrono trasversalmente l’intero spessore della retina e 
terminano nel GCL in estremità slargate, le quali contribuiscono alla formazione della barriera 
emato-retinica (BRB). I ruoli svolti dalle cellule gliali nella retina sono molteplici e di primario 
rilievo. Alla funzione di sostegno meccanico, nota da tempo, si aggiungono il coinvolgimento 
delle cellule di Müller nella formazione e mantenimento della BRB, nell’approvvigionamento di 
substrati metabolici ai neuroni e nella regolazione dell’ambiente extracellulare, compreso delle 
concentrazioni di neurotrasmettitore in esso (Bringmann et al., 2005). Inoltre sta emergendo in 
maniera prorompente l’ipotesi per cui la comunicazione bidirezionale tra cellule gliali e neuroni, 
responsabile della risposta finale dell’organo nell’insieme, è cruciale per la garanzia del 
mantenimento di una condizione omeostatica (Nakahara et al., 2013, Kern, 2014). 
A completare l’anatomia, il tessuto nervoso della retina è supportato da una rete vascolare, con un 
ruolo importante non solo in condizioni fisiologiche ma anche in diverse situazioni patologiche 
(Osborne et al., 2004) (Fig. 4). La retina di mammifero è percorsa da una doppia rete vascolare; 
proprio in funzione dell’apporto di sangue che riceve, essa può essere divisa in due porzioni, 
definite retina esterna e retina interna. La retina esterna include l’ONL e lo strato dei segmenti 
esterni dei fotorecettori, posto distalmente ad esso; questa porzione della retina è avascolare e i 
fotorecettori ottengono ossigeno e nutrienti dal plesso di capillari fenestrati presenti 
nell’adiacente coroide (corio capillari), separata dalla retina dal RPE e dalla membrana di Bruch. 
La retina interna è formata da OPL, INL, IPL e GCL; essa riceve l’apporto sanguigno dai vasi 
retinici che entrano a livello del disco ottico, si estendono sullo strato superficiale e formano 
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ramificazioni che si approfondano e arborizzano creando un letto capillare intermedio ed uno 
profondo (Fruttiger, 2002, Stahl et al., 2010).  
 
Figura 4   Struttura dell’occhio e del suo sistema vascolare. Tratta da medicalanatomy.net 
 
 
Nella retina interna, così come nel cervello, l’accoppiamento neurovascolare regola il flusso 
ematico per adeguare l’apporto di ossigeno e nutrienti alle richieste sostenute dall’attività 
elettrica e metabolica, mentre le barriere tra sangue e parenchima (barriera emato-encefalica e 
BRB) controllano il flusso di acqua e ioni, proteggono dall’influsso di proteine plasmatiche e 
regolano l’infiammazione (Abcouwer and Gardner, 2014). La stretta comunicazione tra 
neuroretina e vasi è l’elemento chiave nel mantenimento dell’omeostasi dell’organo; molte delle 
condizioni in cui tale equilibrio viene alterato, sfociando in stati patologici, sono causate proprio 
da perturbazioni nelle interazioni neurovascolari. 
 
 
1.1.3.  Funzione della retina  
 
La retina costituisce la porzione sensoriale del sistema visivo. 
La funzione fondamentale della retina è rappresentata dal compimento della fototrasduzione che 
costituisce la prima fase del processo che conduce alla percezione visiva. La fototrasduzione 
avviene a livello dei fotorecettori e consiste nel catturare fotoni e convertire l’energia fotochimica 
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(luminosa) in segnali nervosi. Questi saranno poi integrati e trasmessi a stazioni nervose 
intermedie ed infine raggiungeranno le aree corticali dove verranno decifrati e interpretati a 
generare immagini (Antonetti et al., 2006). La circuiteria retinica principale è rappresentata da 
una “via verticale”, in cui le informazioni visive si muovono dai fotorecettori alle cellule bipolari 





In queste trasmissioni di segnali il principale neurotrasmettitore coinvolto è il glutammato. Alla 
via verticale si affiancano due “vie orizzontali”, rappresentate dalle cellule orizzontali ed 
amacrine, che modulano il flusso di informazioni (Purves et al., 2001).  
Figura 5   Struttura della retina. (A) Sezione della retina che mostra 
l’organizzazione generale degli strati retinici. (B) Diagramma della circuiteria di 





I fotorecettori, situati nell’ONL, sono il tipo cellulare sensibile ai raggi luminosi, focalizzati sulla 
retina tramite un sistema di lenti generato dalla cornea e dal cristallino; il segnale nervoso che si 
genera a livello dei fotorecettori viene integrato dai neuroni degli strati retinici fino alle RGC. 
Zone diverse della retina sono responsabili di funzioni specializzate; la regione centrale, la 
macula, in cui è concentrato il più alto numero di fotorecettori, è associata alla migliore visione e 
permette di distinguere i dettagli più fini degli oggetti. L’anello più esterno è invece responsabile 
della visione periferica, in quanto consente di vedere tutto ciò che si trova intorno al soggetto su 
cui è focalizzato l’occhio. Il punto chiave della retina, per la messa a fuoco delle immagini, è la 
fovea, parte centrale della macula, una regione associata alla più alta risoluzione dei minimi 
dettagli di un’immagine e alla visione a colori grazie ad un’alta concentrazione di coni (Cuenca et 
al., 2014).  
 
 
1.1.4.  Patologie della retina: le retinopatie  
 
Sebbene tutte le parti dell’occhio, e del sistema visivo nel complesso, siano importanti per una 
buona percezione delle immagini, la retina ha un ruolo imprescindibile nella funzione visiva. Non 
c’è nessuna altra fonte di segnali visivi che possano essere processati nel cervello se non quella 
proveniente dalla retina, nella forma di treni di potenziali d’azione che percorrono gli assoni delle 
RGC (Purves et al., 2001).  
Ne deriva che, ad ogni situazione che risulti in un danno retinico consegue un deterioramento 
delle facoltà visive di vario grado, fino alla cecità (Gabriel, 2013). La retina è affetta da un 
elevato numero di malattie che, in generale, prendono il nome di retinopatie. L’esatto 
meccanismo che conduce alla perdita della funzionalità retinica può essere vario ma spesso si 
basa su alcuni presupposti comuni a molte delle condizioni patologiche.  
La retina è uno degli organi con le più alte esigenze metaboliche di tutto l’organismo ed è, di 
conseguenza, estremamente vulnerabile. A tutte le situazioni in cui non è più garantito un 
adeguato sostegno metabolico al tessuto, consegue un danno alla retina. L’omeostasi e il rispetto 
delle condizioni fisiologiche sono, di base, il risultato dell’azione coordinata delle varie 
componenti che costituiscono l’organo. In condizioni normali, neuroni, cellule gliali ed elementi 
vascolari agiscono insieme in maniera coordinata. Le cellule sono costantemente immerse in un 
ambiente ricco di ormoni, ioni, proteine e mediatori chimici provenienti dalle cellule e dai tessuti 
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circostanti; questi segnali coordinano un’interrelazione locale tra metabolismo, densità capillare e 
flusso sanguigno. Questa integrazione funzionale tra vasi sanguigni e retina neurosensoriale è, 
appunto, clinicamente evidente durante l’autoregolazione, nella quale le arteriole e le venule 
retiniche si restringono in risposta all’iperossia e si dilatano in condizioni di ipercapnia (Gardner 
et al., 2011). Cambiamenti nell’attività neuronale inducono variazioni nel flusso sanguigno e 
nella densità dei capillari che irrorano una determinata regione della retina (Kern, 2014). Lo 
stretto dialogo tra i vari tipi cellulari retinici, basato su queste segnalazioni, garantisce una loro 
pronta risposta integrata alle variazioni dell’ambiente chimico, ormonale e metabolico in cui il 
tessuto è immerso (Fig. 6).  
 
 
Figura 6   Componenti cellulari dell’unità neurovascolare della retina e rappresentazione 
schematica delle loro interazioni. Gli ormoni circolanti e i fattori locali rilasciati dalle 
cellule endoteliali e dal tessuto retinico circostante (neuroni e cellule gliali) possono 
svolgere un ruolo importante nella regolazione del flusso sanguigno. Ad, adrenalina; A II, 
angiotensina II; ET-1, endotelina-1; NAd, noradrenalina; NO, ossido nitrico. Tratta da 




Su questo principio si basa il concetto di unità neuro-vascolare, intesa come insieme di relazioni 
fisiche e biochimiche tra queste componenti (neuroni, glia e vasi) volte a garantire ai neuroni un 
adeguato supporto metabolico in funzione della loro attività. Il mantenimento dell’integrità 
dell’unità neuro-vascolare è cruciale per il benessere della retina, così come di tutte le altre 
porzioni del sistema nervoso, in cui sussiste lo stesso tipo di organizzazione (Kern et al., 2014). 
Diversi tipi di insulti nocivi, ad origine ed eziologia varia, interagiscono negativamente in questa 
comunicazione e, inducendo danni al sistema in una delle sue componenti, conducono a 
disfunzione dell’organo che si manifesta sotto forma di retinopatia.  La moltitudine dei segnali 
che possono danneggiare la retina, e la conseguente varietà di manifestazioni della disfunzione 
indotta, rende difficile fare una classificazione univoca di queste patologie. Tuttavia, un tratto che 
accomuna alcune delle maggiori retinopatie è lo sviluppo di uno stato di ischemia (Osborne et al., 
2004).  
L’ischemia è una condizione di totale o parziale assenza di flusso sanguigno ai tessuti, cosicché 
le cellule che lo costituiscono vanno incontro ad una condizione di mancanza di ossigeno 
completa (anossia) o parziale (ipossia) subendo, inoltre, un insufficiente apporto di substrati 
metabolici ed un’inadeguata rimozione dei prodotti di rifiuto. In questo modo il tessuto subisce 
un danno poiché le cellule non riescono a soddisfare le proprie necessità energetiche ed 
incorrono, quindi, in una perdita delle proprietà omeostatiche (Osborne et al., 2004). Nonostante 
sia basato su un quadro biochimico costante, il danno ischemico alla retina si sviluppa in maniera 
peculiare in ciascuna diversa retinopatia; in generale, l’ischemia suscita risposte cellulari che 
riguardano sia i vasi che le cellule nervose. È stato dimostrato che a causa dell’ipossia e della 
deprivazione di substrati metabolici che il tessuto subisce durante il periodo d’ischemia, i neuroni 
retinici degenerano per apoptosi (Levin and Louhab, 1996, Osborne et al., 1999, Campochiaro, 
2000, Barber, 2003). 
Dall’altro lato, l’ischemia stimola una risposta neoangiogenica, volta a ripristinare un flusso 
sanguigno ideale. Infatti, la neovascolarizzazione nella retina avviene quando i vasi retinici 
residenti rispondono ad ipossia locale con proliferazione delle cellule endoteliali, nel tentativo di 
riperfondere le aree ischemiche con lo sviluppo di nuovi vasi (Afzal et al., 2007). 
L’angiogenesi è un fenomeno complesso, caratterizzato da vasodilatazione e aumento della 
permeabilità dei vasi esistenti e dalla degradazione della matrice extracellulare che consente alle 
cellule endoteliali attivate e proliferanti di migrare e formare nuovi “tronchi” vascolari (Witmer 
et al., 2003). Infatti, le cellule endoteliali dei vasi, nell’adulto, sono quiescenti ma mantengono 
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una capacità residua di ripristinare il loro potere proliferativo in situazioni particolari, quali 
riparazione di ferite, e in associazione con specifici segnali proangiogenici. La stimolazione delle 
cellule endoteliali, responsabile della neoangiogenesi, è frutto della perdita dell’equilibrio tra 
segnali pro-angiogenici e anti-angiogenici, a favore dei primi. Cambiamenti patologici nel 
tessuto, come nell’ischemia della retina, sono in grado di perturbare questo equilibrio, innescando 
una neovascolarizzazione non fisiologica. La via di segnalazione implicata in questa attivazione 
delle cellule endoteliali è stata indagata nel dettaglio. È emerso che il fattore inducibile 
dall’ipossia 1α (Hypoxia Inducible Factor 1α, HIF-1α) sarebbe probabilmente l’elemento chiave 
nella regolazione dell’angiogenesi in risposta all’ipossia; “l’attivazione” di HIF-1α, infatti, 
stimola la produzione di numerosi fattori associati alla neovascolarizzazione (Semenza, 2000, 
Maxwell and Ratcliffe, 2002). Tra questi, il fattore di crescita endoteliale vascolare (Vascular 
Endothelial Growth Factor, VEGF) viene indicato come il principale segnale pro-angiogenico ed 
il suo contributo è stato ampiamente analizzato (Hofman et al., 2001, De Almodovar et al., 2009). 
È noto che i livelli di VEGF sono incrementati in condizioni di ischemia della retina e che questi 
correlano con l’evoluzione dei fenomeni neoangiogenici (Osborne et al., 2004). Tuttavia è stato 
dimostrato il coinvolgimento, oltre al VEGF, di altri fattori di crescita nella risposta 
neoangiogenica innescata dall’ischemia, tra cui fattore di crescita dei fibroblasti (Fibroblast 
Growth Factor, FGF), eritropoietina, fattore di crescita derivato dalle piastrine (PDGR) e 
angiopoietina I. Questo suggerisce che, sebbene il VEGF abbia un ruolo cruciale, i passaggi 
chiave che conducono alla neovascolarizzazione sono il risultato dell’azione cumulativa e 
sinergica di diversi elementi (Castellon et al., 2002). 
Retinopatia diabetica (Diabetic Rethinopathy, DR), glaucoma, occlusione dell’arteria/vena 
retinica centrale/periferica e, possibilmente, degenerazione maculare dipendente dall’età, sono 
condizioni associate ad ischemia retinica. Tutte queste malattie possono, quindi, sviluppare le 
severe conseguenze indicate sopra; questo rende cruciale il trattamento dell’ischemia retinica 
(Chen et al., 2012). 
Tra le retinopatie sopra elencate, la DR merita una menzione di riguardo, vista la rapida tendenza 
del diabete a diventare un’epidemia globale e l’alta prevalenza della DR tra i diabetici. È stato 
ipotizzato che lo sviluppo della DR sia, in parte, in funzione dello stato ipossico che si genera 
(Arden and Sivaprasad, 2012). La combinazione tra un’ingente richiesta metabolica ed una 
perfusione vascolare minima limitano le capacità della retina interna di adattarsi allo stress 
metabolico indotto dal diabete (Nyengaard et al., 2004, Antonetti et al., 2006). 
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1.2. La retinopatia diabetica 
 
1.2.1.  Storia e ruolo della disfunzione vascolare 
 
La DR è la più comune complicazione del diabete mellito, che rappresenta ad oggi un’emergenza 
sanitaria mondiale per l’elevata prevalenza (8,3% della popolazione adulta) e il tasso di morbilità 
associato (Cheung et al., 2010). Il diabete, in tutte le sue varianti, è una malattia metabolica 
cronica, che provoca elevati livelli di zuccheri nel sangue a digiuno, dovuti all’incapacità di 
produrre insulina a sufficienza o ad uno stato di resistenza all’insulina stessa (Kato et al., 2013). 
Il segno clinico tipico è l’iperglicemia, con livelli di glucosio ematici che si mantengono 
persistentemente molto elevati rispetto alla situazione di controllo. L’iperglicemia risulta essere 
tossica per molte cellule e gli effetti nocivi si manifestano a livello di vari organi: la funzione 
cardiaca, così come quella renale sono affette in maniera particolare, con un’alta prevalenza di 
disfunzione in soggetti diabetici. 
Tuttavia, la conseguenza più comune del diabete è la DR. Essa si sviluppa nel 75% dei pazienti 
con diabete di tipo 1 e nel 50% dei pazienti con diabete di tipo 2 e costituisce la maggiore causa 
di cecità nei soggetti di età superiore a 50 anni (Kempen et al., 2004, Gabriel, 2013, Lutty, 2013, 
Szabadfi et al., 2014a). Dal punto di vista clinico, si possono distinguere chiaramente due forme 
di DR: una forma iniziale, definita “non proliferativa” (NPDR), in cui non si rileva neo-
vascolarizzazione nella macula, ed una “proliferativa” (PDR), dove la formazione di nuovi vasi 
nella macula è evidente (Gabriel, 2013, Tarr et al., 2013) (Fig.7). 
Il fatto che, per lungo tempo, i primi sintomi clinicamente evidenziati in pazienti affetti da DR 
riguardassero il comparto vascolare ha condotto alla teoria secondo cui la DR è primariamente un 
disordine del microcircolo, i cui effetti degradanti sono dovuti alle conseguenze della disfunzione 
dei vasi, a cui seguono ischemia e successivo aumento della produzione di specie reattive 
dell’ossigeno (ROS) (Fulton et al., 2009). 
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Tuttavia, è stato anche descritto come il danno neuronale possa precedere ogni cambiamento del 
microcircolo. Sebbene, quindi, il ruolo causale primario della disfunzione vascolare risulta ad 
oggi ancora dubbio, come discusso nei paragrafi seguenti, il peso delle variazioni patologiche a 
carico dei vasi nella sintomatologia clinica e nel danno connesso, quantomeno nella fase avanzata 
della malattia, è indiscutibile. I cambiamenti anatomici, riguardanti i vasi, che avvengono durante 
la progressione della DR sono stati ben caratterizzati e includono la perdita di periciti e di cellule 
endoteliali, la formazione di capillari acellulari, un precoce ispessimento della membrana basale, 
la comparsa di microaneurismi e, infine, proliferazione fibrovascolare e neovascolarizzazione 
pre-retinica, che conducono a perdita delle abilità visive a causa di emorragie, dai nuovi vasi, che 
interessano il vitreo, e distacco della retina conseguente alla trazione esercitata dal tessuto 
fibrotico (Cheung et al., 2010, Durham and Herman, 2011) (Fig 8). 
Nella NPDR i disturbi visivi sono principalmente dovuti alla formazione di edema, frutto 
dell’aumentata permeabilità vasale. L’incremento della permeabilità riguarda molti vasi 
contemporaneamente, interessando prima i grandi vasi superficiali, poi i capillari della retina 
esterna, coinvolti, in molti casi, entro due mesi dall’insorgenza del diabete (Kern and Engerman, 
1994, Cheung et al., 2010, Durham and Herman, 2011) 
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La crescente permeabilità vasale è la conseguenza di cambiamenti regolatori nelle proteine che 
formano le giunzioni strette su un gran numero di cellule endoteliali, associato alla morte per 
apoptosi di un piccolo numero ancora di cellule endoteliali. 
 
 
Figura 8   Illustrazione delle alterazioni anatomiche a carico dei vasi retinici che si 
evidenziano nel corso della DR. Tratta dal sito www.southwesterneyecare.com.au 
 
 
Con la progressione della malattia si assiste alla comparsa di micro-aneurismi, la cui formazione 
viene imputata ad una perdita del contributo regolatore svolto dai periciti nell’omeostasi della 
struttura dei vasi. I periciti, o cellule murali, hanno il soma immerso nella membrana basale e, 
con le loro terminazioni espanse, avvolgono i capillari retinici; tramite interazione diretta o 
segnalazione paracrina stabilizzano e monitorano la maturazione delle cellule endoteliali. La più 
alta densità di periciti nel SNC, e in particolare nella retina, rispetto ad ogni altro distretto 
corporeo sostiene l’idea per cui essi hanno una funzione importante nel SNC, dove il controllo 
del flusso sanguigno è fondamentale (Frank et al., 1987, Shepro and Morel, 1993). La retina di 
soggetti diabetici spesso presenta diminuzione o assenza di periciti e l’apoptosi o la migrazione di 
questo tipo cellulare rappresenta uno dei cambiamenti precoci nella patogenesi della malattia 
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(Kern and Engerman, 1994). La comunicazione tra periciti e cellule endoteliali è fondamentale 
per regolare il comportamento di quest’ultimo tipo cellulare; alla perdita dei periciti consegue 
iperplasia endoteliale e alterazioni nelle giunzioni (Armulik et al., 2005). Questo può spiegare la 
formazione di microaneurismi in seguito alla perdita dei periciti. 
La PDR, lo stadio più grave della malattia, è indicato dall’insorgenza di fenomeni 
neoangiogenici. Come detto in precedenza, l’angiogenesi gioca un ruolo importante nelle 
patologie neovascolari (proliferative) retiniche, nelle quali il danno alla retina è causato da una 
condizione ischemica che, da una parte promuove il rilascio di fattori proangiogenici con 
conseguente formazione di nuovi vasi aberranti che conducono a emorragie e/o distacco retinici, 
e, dall’altra, stimola l’apoptosi neuronale. Numerosi studi dimostrano che i livelli di VEGF nel 
liquido vitreale di soggetti affetti da DR sono più alti rispetto ai controlli e correlano con la 
gravità della malattia (Aiello et al., 1994, Abcouwer and Gardner, 2014). Anche l’espressione di 
altri fattori dal potenziale angiogenico, inclusi il fattore di crescita insulina-simile 1 (Insulin-like 
Growth Factor, IGF-1), FGF, il fattore di crescita della placenta e il PDGR, è incrementata 
(Robbins et al., 1994, Hueber et al., 1996, Paques et al., 1997, Khaliq et al., 1998, Spirin et al., 
1999). L’abilità del VEGF di promuovere sia la permeabilità vascolare, sia la neoangiogenesi, lo 
rende un agente causale importante nella disfunzione vasale osservata nella DR. Il legame del 
VEGF al suo recettore, VEGFR-2, sulla membrana plasmatica delle cellule endoteliali, causa il 
disassemblaggio delle giunzioni tra le cellule che costituiscono l’endotelio ed agisce come 
potente segnale mitogeno (Abcouwer and Gardner, 2014). La neoangiogenesi che caratterizza la 
PDR conduce alla formazione di vasi aberranti, caratterizzati da tortuosità, grovigli (detti ciuffi o 
“tufts”) e con una parete non consona. Nei casi più gravi, questi vasi si sviluppano fino alla 
superficie del tessuto retinico e, aderendo all’umor vitreo, esercitano trazione su di esso e 
conducono al distacco della retina. Nella DR avanzata, la disfunzione dei vasi retinici esistenti 
(occlusione, aneurismi, etc), non più in grado di sostenere una corretta perfusione tissutale, unita 
alla neoangiogenesi aberrante, sostengono il protrarsi dello stato di ischemia retinica, con effetti 








1.2.2. Patogenesi della retinopatia diabetica 
 
Seppure non vi sia, a tutt’oggi, chiarezza assoluta sull’argomento, l’iperglicemia sembra essere il 
fattore iniziale scatenante la catena di eventi che costituiscono la patogenesi della DR (Matthews 
et al., 2004). L’associazione tra alto glucosio e DR è confermata da studi epidemiologici, che 
mostrano una correlazione positiva tra severità dell’iperglicemia e grado di DR (Doft et al., 1984, 
Rosenstock et al., 1986).  
L’iperglicemia è tossica per moltissimi dei tipi cellulari presenti nell’organismo; tuttavia alcuni 
organi risultano essere maggiormente afflitti dal diabete, tra cui i reni e il sistema nervoso, retina 
inclusa. Questo si spiega considerando che, mentre la maggior parte delle cellule richiede 
l’azione dell’insulina per permettere l’entrata del glucosio nel citoplasma, le cellule del rene e del 
tessuto nervoso sono insulina-indipendenti, per cui il glucosio si muove “liberamente” attraverso 
la membrana plasmatica indipendentemente dall’insulina. Il trasportatore per il glucosio, GLUT-
1, presente sulle cellule endoteliali dei vasi, su neuroni e cellule di Müller retinici, è soggetto a 
saturazione; tuttavia, diversi fattori associati alla DR, come ipossia, VEGF e IGF-1, aumentano 
l’espressione di GLUT-1 (Kumagai, 1999, Ruberte et al., 2004), incentivando il trasporto del 
glucosio attraverso la BRB; ciò risulta in un accumulo intracellulare di glucosio qualora le cellule 
siano esposte cronicamente ad un ambiente iperglicemico (Busik et al., 2002).  
L’iperglicemia agisce tramite attivazione o disregolazione di diverse vie biochimiche e 
metaboliche, che includono, tra le principali: la via della sorbitolo-aldoso reduttasi (nota come 
“via dei polioli”), la via diacilglicerolo (DAG) - proteina chinasi C (PKC), l’aumento 
dell’espressione di fattori di crescita (VEGF,  IGF-1), cambiamenti emodinamici, l’attivazione 
del sistema renina-angiotensina-aldosterone (RAAS), infiammazione e leucostasi, ma soprattutto, 
aumento della produzione di prodotti avanzati di glicazione (Advanced Glycation End-product, 
AGE) e stress ossidativo. L’insieme di questi meccanismi può condurre ad una cascata di eventi, 
quali la promozione di apoptosi, infiammazione e neoangiogenesi che, nel complesso, 







Figura 9  Illustrazione schematica del meccanismo attraverso cui l’iperglicemia causa 
perdita della vista. Le vie biochimiche indicate concorrono, in modi diversi, a determinare 
l’insorgenza di disfunzione e apoptosi in cellule sia neuronali che vascolari (frecce rosse). 
Tratta da Robinson et al., 2012. 
 
 
Via della sorbitolo – aldoso deidrogenasi 
Nel diabete, la via metabolica dei polioli metabolizza il glucosio in eccesso; l’enzima aldoso-
reduttasi, presente nella retina, riduce il glucosio a sorbitolo usando NADPH come cofattore. La 
sorbitolo-deidrogenasi converte il sorbitolo in fruttosio. La formazione di sorbitolo ha molti 
effetti nocivi sulle cellule retiniche (Gabbay et al., 1973): 1) la membrana plasmatica è 
impermeabile a questa molecola che si accumula all’interno generando stress osmotico, 2)  la 
produzione di fruttosio-3-fosfato e la sua degradazione creano intermedi reattivi, forti agenti 
glicanti e coinvolti nella generazione di AGE, 3) l’uso di NADPH ne riduce la disponibilità per 
ripristinare il potere riducente della glutatione reduttasi, con conseguente diminuzione del 
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glutatione ridotto, quindi del potere antiossidante della cellula, 4) lo spostamento del rapporto 
NADH/NAD+ innesca la NADH-ossidasi, responsabile della produzione di ROS (Barnett et al., 
1986, Tarr et al., 2013). Questa via, quindi, oltre a creare danno direttamente, concorre alla 
produzione di fattori nocivi cruciali nella patogenesi, ovvero AGE e stress ossidativo. 
 
Via DAG – PKC 
La PKC è una serina/treonina chinasi implicata in vie di trasduzione del segnale, in risposta a 
specifici stimoli ormonali, neuronali e fattori di crescita. L’iperglicemia porta ad aumento 
dell’entrata del glucosio nella glicolisi, che, a sua volta, potenzia la sintesi de novo di DAG, 
attivatore chiave della PKC, come dimostrato da studi sperimentali e clinici (Koya and King, 
1998). Nel diabete, questa attivazione dell’isoforma PKCβ1/2, indotta dal glucosio tramite 
produzione di DAG, determina cambiamenti nella permeabilità endoteliale, nella sintesi di 
proteine della matrice cellulare, nell’emodinamica del flusso sanguigno retinico e nella 
produzione e segnalazione intracellulare del VEGF. L’attivazione della PKCβ1/2 sembra 
contribuire anche alla perdita di periciti (Caldwell et al., 2003). In aggiunta, i livelli di PKCδ, 
un’altra isoforma di PKC, espressa nei periciti della retina, è aumentata da alte concentrazioni di 




Anche il sistema RAAS, che regola, fisiologicamente, la pressione sanguigna e l’equilibrio dei 
fluidi, è stato dimostrato essere alterato nei pazienti diabetici (Giacchetti et al., 2005). 
L’espressione dei recettori e delle molecole segnale del sistema RAAS, ovvero renina, enzima 
convertitore dell’angiotensina I e II e recettori dell’angiotensina, sono incrementati nella retina, 
durante la DR (Funatsu et al., 2002, Wilkinson-Berka, 2006). Questo cambiamento è 
indipendente dalla pressione sistemica, sebbene l’esatto meccanismo attraverso il quale il sistema 
RAAS contribuisce alla DR non è ben chiaro. È stato ipotizzato che l’angiotensina II sia 






Infiammazione e leucostasi 
Il ruolo dell’infiammazione nella storia naturale della DR è un argomento di indagine molto 
seguito negli ultimi anni. L’infiammazione cronica è caratterizzata dall’aumento della 
permeabilità vascolare, da edema, infiltrazione di cellule infiammatorie, espressione di 
chemochine e citochine, distruzione tissutale, tentativo di riparo e neovascolarizzazione; la DR 
presenta la maggiorparte di questi aspetti (Antonetti et al., 2006). La catena innescata dai segnali 
proflogistici può essere strettamente legata ad alcuni dei risvolti connessi alla DR. L’incremento 
delle concentrazioni sieriche di citochine pro-infiammatorie, di molecole di adesione, e 
l’attivazione di cellule immunitarie contribuiscono a incentivare la risposta infiammatoria. Nella 
sistema vascolare retinico, questo risulta in importanti alterazioni, tipiche della DR, come la 
leucostasi, che porta ad occlusione capillare, e l’aumento della permeabilità dei vasi, mediato dal 
VEGF (Chibber et al., 2007). Inoltre, l’attivazione della microglia nella retina diabetica può 
condurre all’aumento della produzione, oltre che di citochine proinfiammatorie, anche di ROS, 
fattori di crescita, metalloproteasi della matrice e NO, tutti coinvolti nell’induzione della DR 
(Langmann, 2007). 
 
Effetti degli AGE  
 
Tra i meccanismi patogenetici che concorrono nella DR particolare attenzione viene oggi rivolta 
al ruolo degli AGE. La formazione e l’accumulo di AGE sono associati alla DR (Stitt et al., 
2002). I livelli di AGE in soggetti diabetici correlano positivamente con la severità della malattia 
(Zong et al., 2011). Gli AGE sono un gruppo eterogeneo di molecole originate dalla reazione 
non-enzimatica tra zuccheri ridotti e gruppi aminici liberi di proteine, lipidi ed acidi nucleici. La 
modifica della struttura terziaria delle proteine, conseguente a questa reazione, influisce 
negativamente sulla loro attività enzimatica, nel riconoscimento dei recettori e nel turnover 
fisiologico (Zong et al., 2011). È noto che l’accelerato accumulo di AGE, nel diabete, può 
favorire la formazione di legami crociati tra le proteine a lunga emivita, producendo rigidità e 
disfunzione vascolare.  
In generale, nel contesto della DR, gli AGE possono danneggiare le cellule retiniche tramite vie 
dipendenti e/o indipendenti da recettore. Nel primo caso gli AGE sierici circolanti interagiscono 
con specifici recettori espressi sulle cellule retiniche, avviando segnalazioni intracellulari, mentre, 
nel secondo, gli AGE intracellulari causano danno alla cellula tramite stimolazione della 
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produzione di superossido mitocondriale e attivazione di vie di segnalazione, quale quella della 
PKC. Tra i recettori degli AGE quello meglio caratterizzato è il recettore RAGE; esso è presente 
su quasi tutte le cellule della retina sebbene la più alta espressioni sia rilevata a livello delle 
cellule di Müller. Il legame degli AGE a RAGE innesca una segnalazione intracellulare che 
sfocia in stress ossidativo e produzione di citochine pro-infiammatorie (Yamagishi et al., 2006). 
Di conseguenza, questo asse AGE-RAGE gioca un ruolo centrale nell’infiammazione, nella 
neurodegenerazione e nella disfunzione microvascolare della DR (Zong et al., 2011). In colture di 
periciti tale segnalazione promuove la generazione di ROS e conduce a morte cellulare per 
apoptosi (Yamagishi et al., 2006). Anche i neuroni degenerano per apoptosi in seguito a questa 
interazione (Nitti et al., 2007).  Inoltre, l’attivazione del recettore RAGE sulle cellule di Müller 
induce la produzione di VEGF da parte di questo tipo cellulare (Hammes et al., 1999). Uno 
studio sperimentale ha dimostrato che l’iniezione intravitreale di AGE induce un aumento di 5 
volte dei livelli di mRNA del VEGF nella retina neurosensoriale (GCL, INL e ONL prossimale) 
di ratto. Tale incremento è inibito dal trattamento con antiossidanti, suggerendo il coinvolgimento 
delle ROS come mediatori di questa risposta (Lu et al., 1998). 
 
Induzione ed effetti dello stress ossidativo 
Il ruolo dello stress ossidativo è forse l’aspetto più indagato nell’ambito della patofisiologia della 
DR. Pazienti affetti hanno livelli più alti di markers associati al danno ossidativo, rispetto a 
soggetti non affetti. La retina consuma una grande quantità di acidi grassi polinsaturi ed ha i più 
elevati tassi assorbimento di ossigeno e ossidazione di glucosio relativa, rispetto ad ogni altro 
tessuto; essa, quindi, è tra i tessuti più suscettibili allo stress ossidativo (Kassab and Piwowar, 
2012). L’incremento dello stress ossidativo può essere frutto dell’aumento della sintesi di 
precursori di ROS e/o della diminuita efficienza, o inibizione, dei sistemi addetti alla loro 
neutralizzazione (Baynes et al., 1991). Le ROS sono una famiglia di molecole che include 
radicali liberi dell’ossigeno altamente reattivi (quali l’anione superossido, O2--, e il radicale 
ossidrile, OH-) e specie ossidanti non radicaliche (quali il perossido di idrogeno, H2O2). H2O2 e 
superossido sono le due molecole più indagate negli anni recenti, negli studi circa il ruolo dello 
stress ossidativo nella DR; dato che il radicale superossido, nella cellula, viene rapidamente 
convertito ad acqua ossigenata, essa viene considerata il principale membro dei ROS implicato 
nella questione (Gough and Cotter, 2011). 
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Le fonti di stress ossidativo nel diabete sono molteplici; diverse delle vie metaboliche 
erroneamente attivate, citate sopra, convergono sulla produzione di molecole ossidanti, le quali 
inducono apoptosi e risposta infiammatoria, che promuove l’angiogenesi (Ola et al., 2012). 
Inoltre, come detto sopra, le cellule dei capillari retinici, così come le cellule dei glomeruli renali 
e i neuroni, sono incapaci di diminuire la velocità di trasporto di glucosio (Kassab and Piwowar, 
2012). Di conseguenza, l’aumento della disponibilità di substrati metabolici incentiva il ciclo 
dell’acido citrico e l’ossidazione del piruvato; ciò conduce all’accumulo di intermedi che entrano 
nella catena di trasporto degli elettroni, come NADH e FADH2. È stato ipotizzato che il 
potenziamento del flusso nella via della fosforilazione ossidativa innalzi il potenziale di 
membrana mitocondriale oltre una certa soglia, bloccando il trasporto degli elettroni a livello del 
complesso III. Questi elettroni, quindi, fuoriescono dalla catena e, riducendo molecole di O2, 
formano anione superossido (Du et al., 2003). I livelli di superossido sono elevati nella retina di 
ratti diabetici e in cellule retiniche incubate in un mezzo contenente alto glucosio o H2O2, il cui 
contenuto è anch’esso aumentato nella retina di ratti diabetici. Queste specie, dotate di elevata 
reattività, hanno come bersaglio le principali macromolecole cellulari, causandone modificazioni 
chimiche, con conseguente danno alla cellula e alla funzione tissutale, che conducono alla 
patologia (Plaine, 1955, Al-Shabrawey and Smith, 2010, Eshaq et al., 2014); la perossidazione 
dei lipidi della membrana e il danno ossidativo al DNA sono incrementati nella retina in presenza 
di diabete (Kowluru, 2001).  
Nell’insieme, le conseguenze dello stress ossidativo sulle cellule retiniche possono condurre fino 
all’attivazione delle vie di morte cellulare per apoptosi. Evidenze crescenti suggeriscono che la 
correlazione tra iperglicemia e stress ossidativo rappresenta l’evento chiave nella patogenesi della 
DR (Hartnett et al., 2000, Kowluru and Chan, 2007, Eshaq et al., 2014) (Fig. 10). È stato 
ipotizzato che sia lo sviluppo che la progressione della malattia siano primariamente il risultato 
dell’aumento delle specie ossidanti, prodotto finale di varie vie. Lo stress ossidativo è stato 
proposto come “meccanismo unificante”, che collega tutte le vie biochimiche che conducono al 
danno indotto dall’iperglicemia nella DR (Brownlee, 2005). 
I meccanismi elencati definiscono le basi biochimiche/fisiologiche degli effetti nocivi causati dal 
diabete nella DR. Il raggiungimento di completa chiarezza a riguardo si pone come presupposto 
cruciale per avanzare proposte terapeutiche volte al trattamento della malattia. Sebbene ci siano 
ancora diversi aspetti da chiarire, le vie che conducono alla generazione di AGE e allo stress 
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ossidativo, essendo crocevia di molte delle fonti di danno, si configurano tra i campi di indagine 






1.2.3. Cura e prevenzione: trattamenti in uso e nuove prospettive 
 
L’iperglicemia è riconosciuta come il fattore causale primario nel diabete e nella DR; il controllo 
sistemico della glicemia, unito ad una pressione arteriosa e a livelli di lipidi normali, continua ad 
essere una pietra angolare per il trattamento di pazienti con diabete oculare e complicazioni 
sistemiche (Cheung et al., 2010). 
Tuttavia è stato dimostrato che, in molti casi, questo non è sufficiente a fermare la progressione 
della DR, né a far regredire i segni clinici già manifestati (White et al., 2008). In alcuni pazienti, 
Figura 10   Illustrazione delle vie biochimiche alterate all’alto glucosio. Si nota come 
diverse di queste hanno come effetto ultimo l’aumento della produzione di AGE o 




le complicazioni microvascolari del diabete sembrano progredire anche quando il meccanismo 
principale di danno, ovvero l’alto glucosio, viene bloccato, tramite controllo continuo della 
glicemia; questo fenomeno è chiamato “memoria metabolica”, secondo cui l’iperglicemia causa 
modifiche epigenetiche al genoma tali che le cellule continuano a mostrare caratteri patogenici 
anche quando non sono più esposte allo stress diabetico (Villeneuve et al., 2011). Ad esempio, è 
stato visto che l’esposizione di alcune cellule all’iperglicemia può promuovere modifiche 
istoniche irreversibili e associate a fenotipo patologico della cellula (Wegner et al., 2014). Posta 
questa evenienza, qualsiasi sia la causa, si rende necessario un trattamento ulteriore dei pazienti 
affetti.  
Le strategie terapeutiche ad oggi più in uso sono frutto della visione dominante della DR, per cui 
sono rivolte, per la maggior parte, alla patologia vascolare. Esse si distinguono in 
fotocoagulazione, veri e propri interventi chirurgici oftalmologici, e trattamenti farmacologici. 
L’impiego di ciascuno di questi è stabilito in funzione del grado di progressione della malattia e 
delle sue manifestazioni caratteristiche, in ciascun paziente. 
La prima possibilità di trattamento è costituita dalla fotocoagulazione, nella quale flash laser sono 
utilizzati per “bruciare” le aree di retina che contengono vasi compromessi e soggetti a perdite 
(L'Esperance, 1968). I due tipi di terapia con laser, per la DR, sono: la fotocoagulazione estesa a 
tutta la retina (pan-retinica) per la PDR, e la fotocoagulazione ristretta alla macula (locale o a 
griglia) per il DME. Questa procedura rimane il perno nella terapia oftalmica delle forme di DR 
che costituiscono un’impellente minaccia per la vista. Tuttavia, malgrado l’efficacia nel prevenire 
danni alla visione, la natura distruttiva del laser è associata ad effetti collaterali significativi a 
livello oculare. 
La seconda opzione è rappresentata da interventi di chirurgia oftalmica, riservati alle fasi più 
gravi della malattia. La vitreoctomia è il principale trattamento chirurgico per le due 
complicazioni, tipiche della retinopatia avanzata, che conducono a cecità, ovvero emorragia 
persistente nel vitreo e distacco trazionario della retina, condizioni in cui trattamenti ulteriori non 
sono efficaci (Stefansson, 2009, Giuliari, 2012). 
A queste, che rappresentano le strategie di intervento utilizzate nella pratica clinica per la DR, si 
affiancano alcuni trattamenti farmacologici mirati a bloccare, tramite strategie varie, l’azione del 
VEGF, responsabile di molti degli aspetti della disfunzione vascolare. Questa opzione terapeutica 
è comunemente utilizzata nella cura di malattie proliferative della retina. La scoperta 
dell’aumento dei livelli di VEGF nel liquido vitreale di pazienti affetti da DR, rispetto ai 
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controlli, unita alla nozione delle abilità di questo fattore di crescita di incrementare la 
permeabilità vascolare, che conduce all’edema maculare (Diabetic Macular Edema, DME) e 
stimolare la neovascolarizzazione, causa della PDR, ha condotto al concetto per cui, impedendo 
la segnalazione del VEGF, era possibile migliorare l’evoluzione dell’edema maculare  e 
contrastare la progressione della PDR (Patel et al., 2006). Questa ipotesi è stata testata 
clinicamente tramite l’applicazione, con iniezioni intravitreali, ad esempio, di anticorpi contro 
VEGF-165 (Bevacizumab, Genentech), porzioni Fc di anticorpi (Ranibizumab, Genentech), 
proteine di fusione del recettore per il VEGF (Aflibercept; Regeneron) e VEGF-trap (Elman et 
al., 2010). I risultati mostrano un incremento dell’acuità visiva in una buona porzione dei soggetti 
trattati, anche se il successo non totale conferma l’ipotesi del coinvolgimento di altri fattori 
permeabilizzanti e neoangiogenici nella patogenesi della DR, quali angiopoietina-2, PDGR ed 
eritropoietina. Dall’altra parte, il blocco del VEGF-A, che sembra essere sicuro ed efficace per il 
trattamento di molte malattie proliferative dell’occhio, è associato, in molti casi, a ricorrenza di 
fenomeni proliferativi qualora la terapia venga interrotta.  In tale situazione, è necessario un 
trattamento coadiuvante, con fotocoagulazione selettiva, confinata alle aree ischemiche della 
retina, per condurre alla stabilizzazione della malattia retinica e ad una riduzione del bisogno di 
trattamenti ulteriori (Cheung et al., 2010). Quindi, la necessità di continuità nell’applicazione del 
trattamento, in assenza della quale si assiste, in alcuni casi, alla regressione dei benefici ottenuti, 
costituisce un limite ulteriore. Ne consegue che, sebbene le terapie anti-VEGF abbiano 
applicazioni cliniche promettenti, la loro sicurezza a lungo termine nei pazienti diabetici è ancora 
da stabilire (Wirostko, 2007). Infatti, si riscontrano effetti avversi locali della somministrazione 
intravitreale ripetuta, i quali includono formazione della cataratta, distacco della retina, emorragie 
nel vitreo, infezioni e perdita di cellule nervose della retina (Cheung et al., 2010). Infine, un 
ultimo aspetto da considerare riguarda la varietà di azioni esplicate dal fattore di crescita. 
L’inibizione del VEGF comporta il rischio di complicazioni, poiché esso, oltre ad indurre 
angiogenesi patologica e iperpermeabilità, agisce come molecola trofica per i neuroni e le cellule 
endoteliali, in condizioni normali (Saint-Geniez et al., 2008, Kurihara et al., 2012). 
La ricerca di base si è volta ad indagare l’esistenza anche di opzioni alternative. Negli anni 
recenti, alle molecole anti-VEGF si stanno affiancando nuove classi di sostanze con azione 
farmacologica, il cui potenziale di utilizzo si basa sull’incremento delle conoscenze circa la 
patogenesi della malattia. Trattamenti emergenti, indirizzati all’inibizione dei meccanismi 
biochimici che collegano l’iperglicemia alla DR, sono stati proposti; i farmaci testati includono 
32 
 
inibitori dell’aldoso reduttasi, inibitori della PKCβ1/2, bloccanti del recettore dell’angiotensina e 
antinfiammatori (Chistiakov, 2011). Nonostante diversi risultati incoraggianti, ottenuti in animali 
e/o pazienti clinici, gli effetti del loro utilizzo e un possibile impiego su larga scala sono ancora in 
fase di studio. 
Più assodato è il ruolo dello stress ossidativo e, di conseguenza, l’introduzione di molecole con 
proprietà antiossidanti tra i possibili farmaci di successo. La somministrazione, a topi diabetici, di 
luteina, noto antiossidante, tramite il cibo, riduce la generazione di ROS nella retina, risultando in 
una diminuita attivazione della caspasi-3, prevenzione della perdita di RGC e miglioramento 
nelle risposte nell’ERG (Sasaki et al., 2010). Tuttavia, fino ad ora, solo un piccolo numero di 
studi ha incluso la valutazione dell’effetto di antiossidanti nella DR, e gli esiti ottenuti sono 
controversi (Chistiakov et al., 2011). 
Anche l’infiammazione gioca un ruolo importante nella patogenesi della DR e prospetta l’utilizzo 
di antinfiammatori come opzione terapeutica. Come per gli agenti anti-VEGF, la 
somministrazione intraoculare di corticosteroidi è utilizzata nella cura del DME (Aiello et al., 
1994, Yilmaz et al., 2009). Essa ha tuttavia gli stessi limiti, dati dai possibili effetti collaterali 
delle iniezioni intravitreali. 
In conclusione, emerge che molte delle comuni metodologie di intervento nel trattamento della 
DR sono invasive o causano pesanti effetti collaterali, e nessuna è univocamente associata a 
mantenimento o recupero delle abilità visive. Ciò spinge verso la ricerca di nuove strategie 
terapeutiche che, idealmente, siano in grado di prevenire, prima ancora di curare, l’insorgenza e 
la progressione della DR. A tal proposito, un contributo importante a queste indagini deve venire 
dall’ampliamento delle conoscenze sulla malattia. La nuova visione della DR come malattia 
neurodegenerativa offre una vasta prospettiva di studio. 
 
 
1.2.4. La retinopatia diabetica come malattia neurodegenerativa: la nuova visione 
 
La DR viene diagnosticata clinicamente con la manifestazione di segni oftalmoscopici, quali 
microaneurismi ed emorragie, ma i difetti funzionali della retina molto spesso precedono questi 
cambiamenti (Lieth et al., 2000, Antonetti et al., 2006, Barber et al., 2011, Ola and Alhomida, 




Alterazioni precoci della funzionalità retinica 
Il principale strumento impiegato per indagare la funzionalità retinica è l’elettroretinogramma 
(ERG). L’ERG è una misura dell’attività elettrofisiologica nella retina, registrata mediante 
l’utilizzo di elettrodi esterni che misurano i cambiamenti nei potenziali di campo generati 
dall’intera popolazione dei neuroni retinici. L’ERG ha diverse componenti, molte delle quali 
risultano alterate sia nell’uomo che in animali diabetici (Barber, 2003). Il deterioramento del 
tempo intrinseco e del potenziale oscillatorio nell’ERG è un evento precoce e in molti casi si 
osserva entro due giorni dall’induzione del diabete in modelli sperimentali animali (Li et al., 
2002). L’origine delle anomalie nell’ERG, che indicano un difetto funzionale, non è nota con 
precisione, ma la sorgente dei potenziali oscillatori potrebbe essere l’attività sinaptica tra cellule 
amacrine e cellule bipolari o RGC. Questo deficit potrebbe essere spiegato dall’alterazione della 
trasmissione sinaptica, o da una perdita combinata di cellule amacrine e RGC (Wachtmeister, 
1998). È stato visto, inoltre, che le onde b, che si presume riflettano l’attività elettrica delle 
cellule bipolari centro-ON, sono affette in maniera più significativa rispetto alle onde-a, originate 
invece dall’attivazione dei fotorecettori. Quest’ultimo tipo neuronale sembrerebbe essere più 
resistente all’insulto glicemico (Li et al., 2002). Il danno alla neuroretina, che si instaura 
precocemente, produce, inoltre, perdita della discriminazione cromatica e della sensibilità al 
contrasto (Verbraak et al., 2014). Anche queste alterazioni possono essere rilevate, in soggetti 
diabetici, prima che si manifestino le problematiche al microcircolo (Hernandez and Simo, 2012). 
La visione dipende, in ultima istanza, dall’attività dei neuroni, per cui alterazioni delle abilità 
visive, quali quelle sopra indicate, implicano probabilmente l’esistenza di un certo grado di 
disfunzione a carico della componente nervosa della retina (Antonetti et al., 2006). 
 
Ipotesi “neurodegeneration-first”  
Nonostante la visione della DR, accettata per lungo tempo, sostenga il ruolo primario della 
disfunzione vascolare, tale evenienza viene oggi messa in forte dubbio da queste nuove scoperte. 
Il diabete danneggia anche cellule non-vascolari della retina ed induce profondi cambiamenti 
della componente nervosa, che si palesano, in particolar modo, nella forma di apoptosi dei 
neuroni e attivazione gliale, ovvero i due aspetti che contraddistinguono la neurodegenerazione 
(Hammes et al., 1995, Barber et al., 1998, Zeng et al., 2000, Park et al., 2003, Martin et al., 
2004). Tali modifiche a carico della neuroretina sono antecedenti allo sviluppo delle maggiori 
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complicazioni vascolari, suggerendo che esse sono dovute agli effetti del diabete direttamente 
sulla componente nervosa, piuttosto che alle conseguenze della rottura della BRB e alle 
alterazioni nel microcircolo retinico (Lieth et al., 2000) (Fig. 11). 
 
 
Figura 11   Schema delle fasi e dei fattori che influenzano la progressione della DR. La 
disfunzione vascolare associata agli stadi NPDR e PDR è secondaria e conseguente alla 
neurodegenerazione (freccia rossa). Tratto da Ola et a., 2014. 
 
 
Queste osservazioni permettono di sostenere una nuova visione della DR, nota anche come 
“neurodegeneration-first” (Villarroel et al., 2010), per cui il ruolo causale primario, nella storia 
patogenetica della malattia, sarebbe assolto dalle cellule nervose, bersaglio iniziale del danno 
prodotto dall’iperglicemia. Prima ancora che un disordine del microcircolo, la DR si configura 
quindi come una malattia neurodegenerativa (Villaroel et al., 2010). La neurodegenerazione è 
stata studiata intensamente, negli anni recenti, in animali diabetici e nelle retine umane diabetiche 
post-mortem.  Alterazioni precoci nell’assoglia, alla porzione distale del nervo ottico, sono 
riportate come il primo cambiamento strutturale nelle vie visive in ratti con diabete indotto da 
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streptozotocina (STZ) (Fernandez et al., 2012). Nelle fasi successive del processo 
neurodegenerativo subentrano apoptosi neuronale, reazione gliale, alterazione del metabolismo 
del glutammato e attivazione della microglia (Whitmire et al., 2011, Valverde et al., 2013). 
 
Apoptosi neuronale 
L’induzione di apoptosi è uno dei principali risvolti del danno causato dal diabete. La tossicità 
dell’iperglicemia cronica si ripercuote primariamente sui neuroni causando una significativa 
apoptosi neurale come evento precoce rispetto all’apoptosi vascolare (Li et al., 2002, Barile et al., 
2005, Kern, 2007). Infatti, dato che i neuroni hanno perso il potenziale proliferativo, la morte di 
queste cellule risulterà in una deplezione progressiva che conduce alla degenerazione retinica 
(Barber et al., 2011). Aumenti, di diverse volte, nel numero di neuroni apoptotici e 
nell’espressione di Bax, importante fattore pro-apoptotico, sono stati rilevati nelle retine di ratti 
trattati con STZ, dopo tre settimane dall’induzione del diabete, e in retine umane diabetiche, 
suggerendo che una via dipendente da Bax sia attivata nella morte neuronale indotta 
dall’iperglicemia (Barber et al., 1998, Oshitari and Roy, 2005). Altri dati disponibili mostrano 
che lo spessore dell’IPL è ridotto del 10% e del 22% dopo 1 o 8 mesi dall’induzione del diabete, 
rispettivamente, in ratti diabetici. Inoltre, una riduzione del 23% del numero di cellule del GCL è 
riportata in topi Ins2Akita di 22 settimane, un modello sperimentale di topo diabetico 
caratterizzato da insulino-deficienza (Kern and Barber, 2008).  
Tra i tipi neuronali della retina, le RGC sembrano essere le più suscettibili alla stimolazione 
iperglicemica (Kern and Barber, 2008). Le RGC sono altamente sensibili al danno cellulare e agli 
insulti neurotossici, come indicato anche da studi immunocitochimici, i quali dimostrano un 
aumento nell’espressione di Bax, caspasi-3 e caspasi-9 nelle RGC di pazienti diabetici, 
suggerendo che, almeno alcune RGC, muoiono per apoptosi (Oshitari et al., 2008). La morte, per 
apoptosi, di RGC e i cambiamenti morfologici nelle RGC rimanenti, sono in grado di giustificare 
molte delle anomalie funzionali osservate in concomitanza del diabete (Kern and Barber, 2008). 
L’apoptosi nella neuroretina coinvolge però anche altri tipi neuronali oltre le RGC; in modelli 
animali di DR, cellule amacrine, sia colinergiche che dopaminergiche, muoiono negli stadi 




Non è ancora del tutto chiaro quale sia l’esatto meccanismo biochimico-cellulare che collega lo 
stress prodotto dal diabete alla morte cellulare neuronale. Le ricerche che esaminano tale 
processo hanno suggerito vari potenziali meccanismi implicati; questi sarebbero rappresentati 
dalle vie biochimiche, citate sopra (DAG-PKC, sorbitolo-aldoso reduttasi, AGE, stress ossidativo 
etc), la cui attivazione è deregolata dall’iperglicemia, con particolare coinvolgimento della 
produzione di AGE e dell’incremento dello stress ossidativo. Nella morte dei neuroni a queste vie 
si affiancherebbero effetti nocivi dovuti all’alterazione del metabolismo del glutammato e alla 
perdita del supporto trofico fornito da diversi fattori, in primo luogo dall’insulina (Whitmire et 
al., 2011).  
È stato visto che lo stress ossidativo indotto dall’iperglicemia è strettamente associato 
all’apoptosi di una varietà di tipi cellulari neuronali retinici (Abu El-Asrar et al., 2007) e che 
sostanze in grado di combattere la formazione di ROS hanno un effetto neuroprotettivo sia in vivo 
che in vitro (Maher and Hanneken, 2005a, b). L’impiego del trattamento con H2O2, in esperimenti 
in vitro, è stato utilizzato spesso per riprodurre le condizioni ossidanti in cui le cellule, i neuroni 
nel caso specifico, si vengono a trovare in alcune condizioni, tra cui la DR. Colture di cellule 
corticali, RGC e colture neuronali primarie, incubate con H2O2, confermano un aumento della 
morte cellulare neuronale in presenza di specie ossidanti (Whittemore et al., 1994). 
Per quanto riguarda gli AGE, diversi studi confermano un’azione pro-apoptotica di queste 
molecole sulle cellule neuronali, frutto perlopiù dell’interazione con il recettore RAGE espresso 
sui neuroni retinici; il legame AGE-RAGE attiva l’ossido nitrico – sintasi e conduce a morte 
cellulare per apoptosi (Nitti et al., 2007). Inoltre, la presenza di RAGE e la sua sovraespressione 
nelle RGC le rende suscettibili alla segnalazione proinfiammatoria indotta dagli AGE, che 
contribuisce, anch’essa, alla neurodegenerazione durante la DR (Wang et al., 2008).   
Come accennato sopra, il diabete può disturbare il recupero ed il metabolismo del glutammato 
risultando in un accumulo di glutammato extracellulare, che causa eccitotossicità, nella quale 
l’eccessiva stimolazione operata dal neurotrasmettitore genera una risposta incontrollata, mediata 
dal calcio, nei neuroni post-sinaptici (Laabich and Cooper, 2000). Questo avviene primariamente 
nelle RGC, le quali possiedono un numero elevato di recettori NMDA (Thoreson and Witkovsky, 
1999). Studi sperimentali confermano che il contenuto totale di glutammato nella retina e nel 
vitreo è elevato dal diabete (Lieth et al., 1998). Il diabete può anche alterare la regolazione 
dell’espressione dello stesso recettore per il glutammato, influenzando la produzione e la 
distribuzione cellulare delle diverse subunità che concorrono a formare i recettori, sia AMPA sia 
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NMDA (Santiago et al., 2006, Semkova et al., 2010). I cambiamenti nel sistema di segnalazione 
del glutammato possono, in definitiva, incrementare l’apoptosi nonostante i meccanismi   
compensatori deputati a proteggere i neuroni; il conseguente squilibrio nella neurotrasmissione 
può condurre alla disfunzione nel processamento del segnale visivo nella retina (Barber et al., 




Un’altra via coinvolta sembra essere quella della segnalazione attraverso il recettore dell’insulina, 
la cui attivazione è collegata ad aumento della sopravvivenza dei neuroni retinici; la 
compromissione della neuroretina, che si sviluppa precocemente nel corso della DR, prima della 
comparsa dei cambiamenti microvascolari (Curtis et al., 2009), è stata collegata alla teoria 
secondo cui il diabete riduce la segnalazione attraverso il recettore dell’insulina nella retina. In 
questo tessuto, l’insulina stimola la fosforilazione del substrato del recettore dell’insulina (IRS-
Figura 12   Diagramma che indica gli effetti della perdita dell’omeostasi dei livelli 
di glutammato nella retina diabetica. Tratto da Ola et al., 2013. 
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2); la quantità di IRS-2 è ridotta in ratti diabetici e, questo decremento conduce alla 
degenerazione di neuroni della retina interna e fotorecettori (Reiter et al., 2003). Quindi, è 
ragionevole ipotizzare che la diminuzione dello stimolo pro-sopravvivenza portato dall’insulina 
contribuisca alla morte delle cellule retiniche nel diabete tramite, almeno in parte, la perdita 
dell’effetto della via di sopravvivenza che coinvolge PI-3chinasi (PI3K) /Akt. Del resto, la 
segnalazione dell’insulina, costitutiva, sembra esercitare un ruolo neurotrofico nella retina e, le 
retinopatie possono risultare anche dalla deficienza di neurotrofine di sostegno (Brussee et al., 
2004). La somministrazione sistemica o topica, a livello oculare, di insulina, ripristina la 
segnalazione compromessa, attraverso il recettore dell’insulina stesso, e riduce l’apoptosi (Reiter 
et al., 2006).  
 
Attivazione gliale  
La neurodegenerazione è caratterizzata dal realizzarsi di due processi concomitanti: la morte 
neuronale, di cui si è fin qui discusso, e l’attivazione gliale (Barber et al., 2011). La componente 
gliale della retina è il terzo elemento che, insieme a neuroni e vasi, concorre a formare l’unità 
neurovascolare, dalla cui integrità dipende l’omeostasi dell’organo. Il diabete altera 
l’accoppiamento neurovascolare nella retina, attraverso la compromissione della funzionalità di 
una delle parti del sistema (Kern, 2014). Le cellule gliali della retina, nello specifico cellule di 
Müller ed astrociti, come i neuroni e le cellule dei vasi, subiscono gli effetti nocivi causati 
dall’iperglicemia. Per attivazione gliale si intende l’insieme dei cambiamenti cellulari, specifici e 
non, riscontrati nelle cellule di Müller e negli astrociti, quindi la risposta di queste cellule ai 
fattori di danno (Bringmann et al., 2006). Tra questi, la variazione nell’espressione della proteina 
gliale fibrillare acida (GFAP), una costituente dei filamenti intermedi, si verifica in molte 
malattie neurodegenerative ed è considerata un indicatore sensibile, non specifico, di danno al 
SNC (O'Callaghan et al., 1991). La GFAP, normalmente presente a livello basale, aumenta, nelle 
cellule di Müller, in risposta a lesioni retiniche ed ischemia, in maniera simile a quanto accade 
negli astrociti nel cervello (Osborne and Larsen, 1996). Il diabete induce incremento della GFAP 
nella retina umana e di ratto (Lieth et al., 1998, Szabadfi et al., 2014a) (Fig. 13). È stato mostrato 
che tale incremento è contrastato da inibitori dell’aldoso reduttasi e dalla melatonina, suggerendo 
che lo stress ossidativo ed un’iperattivazione della via dei polioli contribuiscono alla gliosi delle 
cellule di Müller (Carrasco et al., 2007). L’aumento di espressione della GFAP sembra riguardare 
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solo le cellule di Müller, ed è preceduto dalla sua riduzione negli astrociti, dimostrando che i due 
sottotipi di macroglia rispondono diversamente allo stress diabetico (Barber et al., 2000). Spesso 




Figura 13   Confronto dei livelli di espressione di GFAP in sezioni di retina di ratto. In 
condizioni normali, solo le terminazioni gliali espanse, a livello dell’ILM, esprimono 
GFAP (A). Il diabete è in grado di indurre un aumento dell’espressione di GFAP. 
Nell’iperglicemia indotta con STZ si osserva sovraespressione della GFAP che si accentua 
con l’aumentare della durata del diabete. Marcatura della GFAP dopo 3 settimane (B) e 
dopo 4 settimane (C) dall’induzione dell’iperglicemia. Scala di calibrazione: 20µm. ILM, 




Il ruolo delle cellule di Müller nella disfunzione retinica causata dal diabete non è di certo 
secondario; in risposta allo stress diabetico e alle segnalazioni provenienti dai neuroni in 
sofferenza aumentano la produzione e il rilascio di VEGF (Eichler et al., 2000), altre citochine 
angiogeniche, quali FGF e fattore di necrosi tumorale α (Tumor Necrosis Factor α, TNFα), e 
stimolano il rilascio di metalloproteasi della matrice da parte delle cellule endoteliali (Mignatti et 
al., 1989, Unemori et al., 1992, Lamoreaux et al., 1998, Behzadian et al., 2003). Le cellule gliali 
attivate contribuiscono al danno retinico anche indirettamente, tramite riduzione della funzione di 
supporto ai neuroni. Questo tipo cellulare, infatti, è strettamente associato alla componente 






La morte neuronale può dipendere dalla tossicità diretta dell’iperglicemia o dalla disfunzione 
delle cellule di Müller, le quali diventano incapaci di mantenere un equilibrio osmotico adeguato 
tra spazio intra- ed extra-cellulare, favorendo la neurodegenerazione (Vujosevic and Midena, 
2013). Anche l’aumento dei livelli di glutammato nell’ambiente extracellulare può essere il frutto 
di una disregolazione delle cellule di Müller, le quali sono appunto implicate nel metabolismo del 
glutammato. Infatti, esse, tra i vari ruoli, devono provvedere alla rimozione dei neurotrasmettitori 
in eccesso a livello degli spazi sinaptici. Nella DR questa operazione è fortemente compromessa; 
la causa è da ricercarsi nelle alterazioni delle vie biochimiche intracellulari, ad opera 
dell’iperglicemia. Evidenze sperimentali mostrano come l’alto glucosio e lo stress ossidativo 
riducono, nelle cellule di Müller, l’attività di trasporto del glutammato, che si concentra 
all’esterno (Li et al., 2002, Mysona et al., 2009). Inoltre il diabete sembra ridurre, nelle cellule di 
Müller, la conversione del glutammato a glutammina, a causa, probabilmente, delle diminuite 
espressione ed attività dell’enzima specifico, la glutammina sintetasi (Lieth et al., 2000). Il blocco 
del suo metabolismo determina la ritenzione del glutammato nel liquido intracellulare e concorre 
Figura 14   Interazioni tra neuroni e cellule di Müller nella retina normale adulta. (A) 
controllo delle concentrazioni ioniche e di H2O. (B) recupero e riciclaggio dei 
neurotrasmettitori. (C) “simbiosi metabolica”, approvvigionamento di intermedi energetici. 
(D) neutralizzazione dei radicali liberi e metabolismo del glutatione. CA, anidrasi 
carbonica; GS, glutammina sintetasi; GSH, glutatione; LDH, lattato deidrogenasi, PK, 
piruvato chinasi, R*, radicali liberi. Tratto da Bringmann et al., 2006. 
41 
 
all’inibizione del suo passaggio all’interno, dal liquido extracellulare. Infine, un aspetto 
interessante ma ancora poco chiaro è suggerito da alcuni studi che indicano come la DR sia una 
delle rare condizioni patologiche in cui non tutte le cellule di Müller sopravvivono; nella retina 
diabetica esse mostrano alcuni segni di apoptosi. A conferma, è stato visto che l’iperglicemia 
induce apoptosi in cellule di Müller, in vitro, tramite inattivazione della via di sopravvivenza di 
Akt (Xi et al., 2005). 
 
Interazioni tra neurodegenerazione e disfunzione vascolare 
Come detto sopra, sebbene la disfunzione neuronale sembri assumere un ruolo primario nella 
storia naturale della DR, le alterazioni al microcircolo, ad essa successive, sono pesanti ed hanno 
un’importanza considerevole nella sintomatologia e nei difetti visivi provocati dalla DR. Inoltre, 
le lesioni riportate dai due comparti, nervoso e vascolare, sono strettamente associate e non 
possono, quindi, essere considerate solo separatamente. L’elevata specializzazione anatomica e 
segregazione di funzioni tra gli elementi della retina è alla base della loro interdipendenza. 
 
Figura 15   Rappresentazione delle interrelazioni tra gli elementi che compongono 
l’unità neurovascolare. Tratta da Antonetti et al., 2006. 
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I neuroni assolvono direttamente alla trasduzione sensoriale visiva ma non possono prescindere, 
per il sostegno metabolico e strutturale, dalla componente vascolare, che perfonde la retina e 
dalle cellule gliali che, tra gli altri hanno il compito specifico di prelevare glucosio e altri 
substrati energetici dal circolo e fornirli ai neuroni, sotto forma anche di intermedi metabolici 
come il lattato e piruvato (Antonetti et al., 2006) (Fig. 15).  
Questa specializzazione predispone la retina al danno indotto dal diabete, in grado di 
interrompere le comunicazioni cellulari e di condurre alla destrutturazione dell’unità 
neurovascolare. Da ciò ne deriva l’importanza di delucidare l’esatta relazione tra i fenomeni che 
costituiscono il processo patologico nel suo complesso, definendo le relazioni di causalità, e, 
nello specifico, di determinare il meccanismo attraverso il quale i neuroni contribuiscono alla 
patologia vascolare (Nakahara et al., 2013). Evidenze cliniche disponibili indicano con forza che 
gli stadi tardivi, clinicamente significativi e caratterizzati dai cambiamenti vascolari, della 
retinopatia, sono una diretta conseguenza dei cambiamenti precoci, a carico dei neuroni (Kern 
and Barber, 2008). È noto che la funzione neuronale è un importante regolatore della funzione 
vascolare e disturbi all’interazione fra le due componenti hanno effetti avversi sulla struttura e 
sulla funzionalità retinica. È stato evidenziato un modesto ma significativo aumento nel numero 
di cellule apoptotiche nei capillari di retine umane di soggetti diabetici post-mortem, rispetto a 
retine normali. Un simile risultato si ottiene dal confronto tra retine di controllo e retine di topi 
dopo 31 settimane dall’induzione sperimentale di diabete, tramite STZ (Engerman and Kern, 
1995). La regressione delle cellule dei vasi può essere interpretata come una risposta alle ridotte 
domande metaboliche dalla retina neurosensoriale circostante; è, quindi, plausibile che l’apoptosi 
dei vasi rappresenti una risposta finale alla morte cellulare localizzata nel tessuto neurale che li 
circonda (Barber et al., 2011) (Fig. 16).  
Un altro collegamento tra i cambiamenti nei neuroni, nelle cellule gliali e quelli nei vasi riguarda 
la produzione e la segnalazione del VEGF. Questo fattore di crescita, sebbene sia stato implicato 
primariamente nella stimolazione mitogena che opera nelle cellule endoteliali, è noto essere 
prodotto da numerosi tipi cellulari della retina, tra cui cellule del RPE, RGC e cellule di Müller. 
Come detto, i livelli di VEGF sono aumentati nel diabete. Le cellule di Müller, avvertendo la 
concentrazione di glucosio elevata, attivano il macchinario preposto alla regolazione del loro 
volume e rilasciano VEGF e sostanze proinfiammatorie, quali prostaglandine, TNFα e 
interleuchine che sono coinvolte, tra l’altro, anche nella perdita della funzione della BRB (Barber 
et al., 2000, Behl et al., 2008, Amadio et al., 2010). È noto, inoltre, che il VEGF è prodotto dai 
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neuroni e dalle cellule gliali della retina in risposta all’ipossia, ma non è chiaro se questo sia il 
segnale che sostiene la sua espressione nel diabete; (Murata et al., 1996, Amin et al., 1997, 
Neufeld et al., 1999).  
 
Figura 16  Interazione tra danno neuronale e disfunzione vascolare. (A) In condizioni 
normali, i vasi forniscono nutrienti ai neuroni che, a loro volta, producono fattori necessari 
per il mantenimento della BRB, quindi dell’omeostasi retinica. (B) Nel diabete, questa 
segnalazione neuronale può essere compromessa; la rottura della BRB consente l’accesso al 
tessuto nervoso da parte di fattori di derivazione ematica, con innesco di una risposta 
infiammatoria cronica che danneggia i neuroni. La neurodegenerazione stimola la 
produzione di fattori di crescita (VEGF) che contribuiscono ad incentivare le lesioni 
vascolari. Questa catena ciclica di danno ai due comparti conduce alla perdita della vista. 
Tratto da Antonetti et al., 2006. 
 
VEGF come neuroprotettore 
È noto da tempo che il VEGF gioca un ruolo cruciale fin dalle fasi iniziali della DR e per tutto il 
decorso della malattia. Dati sperimentali suggeriscono un’ipotesi nuova, percui la secrezione di 
VEGF da parte della retina neurale assolve due ruoli: da una parte esso agisce come fattore di 
crescita e segnale di sopravvivenza per i neuroni, riducendone l’apoptosi, mentre, dall’altra 
stimola la neoangiogenesi nelle regioni ipossiche del tessuto (Barber, 2003, Gomes et al., 2007). 
La possibilità che il VEGF abbia compiti diversi in momenti successivi della patogenesi della 
DR, come neuroprotettore prima e come fattore pro-angiogenico in seguito, potrebbe essere un 
aspetto interessante da indagare per delucidare la storia naturale della malattia. La funzione 
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protettiva sui neuroni del VEGF è stata un argomento molto dibattuto negli ultimi anni e su di 
essa sono state raccolte numerose evidenze. Recentemente, VEGF-A è stato riconosciuto come 
importante neuroprotettore nel SNC; esso difende le cellule dalla morte indotta da una grande 
varietà di stimoli nocivi, compresi ipossia ed eccitotossicità (Jin et al., 2000, Gomes et al., 2007, 
De Almodovar et al., 2009). Nella retina, l’esposizione a questo fattore comporta una riduzione 
dose-dipendente dell’apoptosi dei neuroni retinici, in un modello di ischemia-riperfusione 
(Nishijima et al., 2007). È stato dimostrato che il recettore VEGFR-2 è espresso nella retina 
neurale (GCL e INL) e che il VEGF agisce anche promuovendo la sopravvivenza della cellule di 
Müller per mezzo di una segnalazione autocrina (Saint-Geniez et al., 2008). Inoltre, l’inibizione 
cronica della funzione di VEGF-A nell’animale normale adulto conduce ad una significativa 
perdita di RGC nella retina, senza che si osservino effetti su vari parametri vascolari (De 
Almodovar et al., 2009, Al-Shabrawey and Smith, 2010) (Fig. 15). 
Figura 17   Effetti dell’espressione del VEGF nella retina. (A) Iniezioni intravitreali di 
VEGF causano anomalie vascolari, incluse emorragie e microaneurismi, fino al distacco 
della retina. (B) Al contrario, livelli di VEGF normali o moderatamente aumentati per 
effetto della sovraespressione del VEGF nei neuroni, sotto il controllo di un promotore 
neuronale, protegge le RGC dalla morte in un modello di assotomia. (C) Inibizione cronica 
del VEGF nella retina di topo adulto può condurre a perdita di RGC, neurodegenerazione e 
regressione dei vasi. Tratta da Ruiz De Almodovar et al., 2009. 
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Anche VEGF-B, altro membro della famiglia, è stato indagato per il suo potenziale 
neuroprotettivo; il trattamento con VEGF-B protegge le RGC in vari modelli di neurotossicità. 
Tale effetto è stato attribuito all’inibizione di fattori pro-apoptotici, inclusi p53 e alcuni membri 
della famiglia delle Caspasi, attraverso l’interazione con VEGFR-1 (Li et al., 2003, Li et al., 
2008). È quindi plausibile ipotizzare che il VEGF possa esercitare tale funzione neuroprotettiva 
anche nella DR, almeno nella fase iniziale, in concomitanza con l’istaurarsi di uno stato di 
sofferenza dei neuroni. In seguito, infatti, la transizione dal ruolo neuroprotettivo a quello pro-
angiogenico sarebbe associata ad un ulteriore aumento delle concentrazioni del fattore di crescita 
nell’ambiente retinico unito ad interazioni negative nella via di sopravvivenza da esso stimolata.   
Inoltre, è stato riportato che le RGC mostrano proprietà pro-angiogeniche, suggerendo un 
collegamento cruciale tra i cambiamenti nei vasi e il danno neuronale (Sapieha et al., 2008). La 
funzione angiogenica delle RGC sarebbe basata su una specifica proteina trans membrana, il 
recettore accoppiato a proteine G, GPR91. L’espressione dell’mRNA del VEGF nella linea 
cellulare di RGC-5 è fortemente aumentata dall’incubazione delle cellule con concentrazioni 
crescenti di glucosio. L’abolizione degli incrementi del VEGF, ottenuta tramite silenziamento di 
GPR91, riduce la sopravvivenza delle cellule nervose (Hu et al., 2013).  
 
In sintesi, pur rimanendo da chiarire quale sia l’esatto meccanismo che conduce alla 
neurodegenerazione, i dati indicano, in maniera concorde, che il diabete causa una progressiva 
perdita delle strutture nervose nella retina interna, alla base dell’alterazione della funzione visiva 
(Kern et al., 2008). 




1.2.5. La neuroprotezione come nuova strategia terapeutica  
 
L’ipotesi descritta sopra, che vede la DR primariamente una malattia neurodegenerativa, sostiene 
che l’evento scatenante, responsabile della dissoluzione delle segnalazioni che identificano 
l’accoppiamento neurovascolare, sia una disfunzione delle cellule neuronali, a cui conseguono 
alterazioni anche alle altre componenti del sistema (Carrasco et al., 2007). Infatti, la 
degenerazione della neuroretina sembra essere un indicatore molto sensibile per il successivo 
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sviluppo della vasculopatia, soprattutto edema e neovascolarizzazione, su cui avrebbe un ruolo 
permissivo o causale. In questa ottica, l’impiego di trattamenti mirati a prevenire il danno ai 
neuroni, attraverso la neuroprotezione diventa una strategia interessante e promettente per 
combattere tutti gli aspetti della retinopatia (Barber et al., 2011, Hernandez and Simo, 2012, 
Simo and Hernandez, 2012, Zhang et al., 2013, Hernandez et al., 2014, Kern, 2014). Inoltre, 
l’introduzione della neuroprotezione a scopo terapeutico è sostenuta da considerazioni 
importanti; come descritto sopra, molti dei trattamenti diretti contro la patologia vascolare sono 
invasivi e anche potenzialmente distruttivi. Questo è una conseguenza inevitabile del fatto che 
mirano a far regredire cambiamenti ingenti, frutto di un avanzato stadio di sviluppo della 
malattia. La neurodegenerazione, invece, sviluppandosi molto precocemente, quando ancora non 
sono rilevabili modifiche al comparto vascolare, non richiede l’impiego di fotocoagulazione, 
vitreoctomia o altre misure simili. L’obbiettivo a lungo termine, per ottenere la prognosi migliore 
nei pazienti affetti da DR, dovrebbe essere proprio quello di sviluppare metodi per la diagnosi ed 
il trattamento precoce della malattia (Jackson and Barber, 2010). Infatti, l’intervallo compreso tra 
l’inizio dei deficit funzionali e l’insorgenza delle manifestazioni vascolari rappresenta la migliore 
finestra di opportunità di trattamento, mentre le funzioni visive rimangono intatte (Antonetti et 
al., 2006). Questo obbiettivo pone il problema di stabilire un sistema univoco, semplice e 
riproducibile, di rilevazione delle anomalie funzionali e delle alterazioni alla neuroretina descritte 
precedentemente, quindi di individuare quei soggetti che, pur non essendo ancora esplicitamente 
affetti da DR, sono destinati a svilupparne i segni clinici. La difficoltà è costituita dai 
cambiamenti estremamente fini nella struttura e nella funzione della retina in pazienti diabetici e 
nella grande variabilità di risultati nei saggi che possono essere usati (Verbraak, 2014). Alcuni 
test clinici sono già adoperati per saggiare la funzionalità di strati o di tipi cellulari specifici della 
retina. Per esempio, la sensibilità al contrasto, il campo visivo e la tecnologia di raddoppio della 
frequenza, valutano la funzione della retina interna, mentre l’adattamento al buio misura 
l’integrità dei fotorecettori e dell’RPE (Reiter et al., 2006). Un perfezionamento di queste 
metodologie ed un aumento della loro sensibilità e specificità è comunque richiesto per rendere 
possibile l’introduzione della neuroprotezione come approccio terapeutico primario. 







I fattori neurotrofici giocano un ruolo fondamentale nello sviluppo e nel mantenimento delle 
connessioni neurali. Da tempo è indagata la possibilità di una loro induzione nei tessuti e di una 
loro applicazione esogena nelle malattie degenerative, tra cui la DR è compresa (Semkova and 
Krieglstein, 1999). 
Nel diabete, i livelli di fattore neurotrofico cerebrale (Brain Derived Neurotrophic Factor, BDNF) 
sono diminuiti sia nel cervello che nella retina; si è visto che l’iniezione intravitreale di BDNF 
riduce la perdita di cellule amacrine dopaminergiche, soggette alla degenerazione indotta 
dall’iperglicemia, suggerendo l’importanza di questo fattore di crescita per la sopravvivenza dei 
neuroni nella retina interna (Seki et al., 2004). Anche i livelli di fattore di crescita nervoso (Nerve 
Growth Factor, NGF) e quelli del suo recettore TrkA, diminuiscono significativamente nella 
retina di ratti diabetici, rispetto ai controlli. In modelli diabetici sperimentali, è stato visto che il 
trattamento con NGF previene sia la morte cellulare indotta dal diabete nella neuroretina, sia le 
conseguenze patologiche nei vasi (Hammes et al., 1995, Colafrancesco et al., 2011). La 
somministrazione topica di NGF può impedire gli effetti deleteri che conducono alla progressiva 
perdita di RGC nella retina diabetica. L’azione protettiva dimostrata di NGF suggerisce che una 
terapia basata su questo fattore neurotrofico possa apportare benefici in malattie oculari, quali la 
DR (Colafrancesco et al., 2011). 
 
Neuropeptidi con azione neuroprotettiva 
 
Oltre ai fattori di crescita, negli ultimi anni grande interesse è stato rivolto anche ad alcuni 
neurotrasmettitori peptidici, che sono espressi ed agiscono nel SNC. In generale, un punto a 
favore del loro possibile utilizzo come agenti terapeutici è costituito dal fatto che questi peptidi 
possiedono una grande specificità per i loro recettori, che sono attivati da una piccola quantità di 
ligando; inoltre, a differenza di altre molecole terapeutiche, non si accumulano nei tessuti e sono 
efficientemente metabolizzati dagli enzimi endogeni (Cervia and Casini, 2013). 
Tra quelli che sono stati indagati per il loro potenziale neuroprotettivo sono inclusi il fattore di 
rilascio della corticotropina, la sostanza P e alcuni membri della famiglia dei peptidi oppioidi 
(Cervia and Casini, 2013, Szabadfi et al., 2014b).  
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Tuttavia, il maggiore interesse è stato indirizzato agli studi su neuropeptide Y (NPY) ma 
soprattutto somatostatina (SST) e peptide attivatore dell’adenilato ciclasi della ghiandola 
pituitaria (PACAP). 
L’azione neuroprotettiva del NPY è ben conosciuta sia in diverse regioni celebrali, sia nella retina 
(Silva et al., 2005, Alvaro et al., 2008, Smialowska et al., 2009). NPY esercita un’azione 
protettiva, sui neuroni, contro la tossicità (necrosi ed apoptosi) indotta dalla 3,4-
metilendiossimetanfetamina in colture di cellule retiniche di ratto (neuroni, astrociti, cellule di 
Müller) (Alvaro et al., 2008). Di recente è stato mostrato, in modelli animali e in vitro, che NPY 
ha un ruolo protettivo verso la tossicità indotta da glutammato in cellule di retina di ratto (Santos-
Carvalho et al., 2013). Tuttavia, il meccanismo sottostante questo contributo neuroprotettivo 
svolto da NPY non è chiaro.  
 
o Somatostatina 
La SST è un neuropeptide ampiamente distribuito nel SNC e periferico (Blake et al., 2004), dove 
esplica una varietà di ruoli biologici, tramite l’interazione con 5 diversi recettori (sst1-sst5), 
associati a vie di trasduzione varie (Olias et al., 2004). Tra questi, il recettore maggiormente 
espresso nella retina è quello di tipo 2 (sst2) (Casini et al., 2005). L’azione neuroprotettiva della 
SST ed il meccanismo con cui si realizza sono stati ampiamente indagati. In particolare diverse 
evidenze hanno chiarito il ruolo di questo neuropeptide nella protezione neuronale dall’ischemia 
retinica che, come detto in precedenza, è un aspetto chiave di malattie degenerative della retina, 
quali glaucoma e DR (Casini et al., 2005).  
L’impiego di SST, o suoi analoghi sintetici, promuove la riduzione dell’apoptosi neuronale, come 
conseguenza del danno ischemico, tramite interazione del peptide con il recettore sst2 
(Mastrodimou et al., 2005, Cervia et al., 2008a, Hernandez et al., 2014). Inoltre, l’attivazione di 
sst2 determina protezione dei neuroni dall’eccitotossicità indotta da glutammato (Dal Monte et 
al., 2003, Catalani et al., 2007, Cervia and Casini, 2013). A tal proposito, tra gli analoghi di SST 
testati è stata dimostrata la massima efficacia dell’octreotide (OCT), agonista selettivo del 
recettore sst2, nell’esercitare un’azione neuroprotettiva (Croxen et al., 2004). Nel dettaglio, è 
stato visto che il trattamento con OCT ha un effetto anti-apoptotico nella condizione di ischemia 
della retina ex vivo (Celiker et al., 2002, Bigiani et al., 2004, Mastrodimou et al., 2005, Cervia et 
al., 2008b). La dimostrazione dell’analogia tra l’effetto benefico di OCT e quello del peptide 
endogeno è correlata ad un ulteriore aspetto interessante a favore della prima; infatti, il potenziale 
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di SST, nel trattamento delle ripercussioni del danno ischemico e non, è limitato dalla sua scarsa 
emivita mentre OCT, come altri analoghi sintetici, essendo rimossa più lentamente dall’ambiente 
retinico consente una maggiore durata dell’azione protettiva (Mastrodimou et al., 2005).  
In generale, l’insieme di queste considerazioni permette di sostenere l’ipotesi percui SST, o ancor 
meglio OCT, possa rappresentare un agente terapeutico valido per le patologie contraddistinte 
dall’istaurarsi di una condizione ischemica (Catalani et al., 2007).  
Tra queste, e nell’ambito dell’oggetto specifico di questa tesi, il sistema somatostatinergico è 
stato già associato alla patogenesi e alla progressione della DR; si è visto che la SST è ridotta nel 
vitreo di soggetti diabetici (Carrasco et al., 2007, Szabadfi et al., 2014b). Essa eserciterebbe un 
effetto benefico sulla vitalità dei neuroni impedendo l’accumulo di glutammato nella retina, 
quindi scongiurando il danno eccitotossico, collegato all’apoptosi neuronale nella DR; tale 
risultato sarebbe ottenuto tramite inibizione della riduzione, indotta dal diabete, dei trasportatori 
per il glutammato sulla membrana delle cellule (Hernandez et al., 2014). Anche nel caso 
specifico della DR è stato dimostrato che molecole analoghe alla SST possono avere un potere 
terapeutico nel trattamento della malattia (Boehm, 2007, Krassas et al., 2007, Palii et al., 2007) e 
che OCT è la più efficace nel contrastare la perdita di neuroni (Szabadfi et al., 2012).  Inoltre, 
nella DR, SST o OCT, oltre a contrastare la morte neuronale, ridurrebbero anche la 
neoangiogenesi; è stato visto che il trattamento con OCT inibisce, contemporaneamente 
all’apoptosi, anche il l’aumento del rilascio di VEGF da parte dei neuroni in condizioni di 
ischemia retinica (Casini et al., 2005, Dal Monte et al., 2007, Dal Monte et al., 2009, Cervia et 
al., 2012).  
A conferma di queste evidenze, trattamenti a base di SST hanno fornito alcuni risultati 
preliminari incoraggianti, in sperimentazioni sia in vitro che in vivo. Il trattamento topico con 
SST previene le anomalie nell’ERG, l’attivazione gliale e l’apoptosi in ratti con diabete indotto 
da STZ. SST ha quindi un potente effetto nel prevenire la neurodegenerazione indotta dal diabete 
(Vasilaki et al., 2002, Hernandez et al., 2014). Anche i sintomi vascolari, compresa la 
neoangiogenesi, possono essere scongiurati o ritardati mediante l’applicazione di SST (Davis et 
al., 2001, Grant and Caballero, 2002).  
 
o PACAP 
Tra i neuropeptidi dal risaputo potenziale neuroprotettivo, è compreso anche PACAP. PACAP ed 
i suoi recettori (PAC1, VPAC1 e VPAC2) sono espressi nella retina (Atlasz et al., 2010) ed è 
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stato dimostrato che questo peptide esplica un’azione protettiva in diverse patologie retiniche 
(Nakamachi et al., 2012, Szabo et al., 2012); esso attenua il danno associato a degenerazione 
retinica indotta da ischemia o raggi UV (Atlasz et al., 2010). Tale effetto sembra essere frutto 
dell’interazione di PACAP con PAC1 e attivazione di segnalazioni che potenziano i meccanismi 
anti-apoptotici nei neuroni (Ohtaki et al., 2008, Szabadfi et al., 2012)   
Diversi studi hanno indagato il ruolo di PACAP nella retina affetta da DR. È emerso che questo 
peptide effettivamente riduce i sintomi indotti dal diabete, sostenendo la sovraespressione del suo 
stesso recettore, PAC1, e proteggendo vari tipi cellulari neuronali, incluse cellule amacrine, RGC 
e cellule bipolari (Szabadfi et al., 2012, Szabadfi et al., 2014b). Tra le classi di cellule amacrine, 
ben caratterizzato è l’effetto di PACAP nel miglioramento della degenerazione delle cellule 
dopaminergiche (Szabadfi et al., 2014a, Szabadfi et al., 2014b). In un modello di ratto diabetico 
trattato con STZ è stato dimostrato che PACAP attenua la perdita di cellule nel GCL, indotta dal 
diabete; inoltre esso previene le alterazioni morfologiche nei coni, che si sono dimostrate essere 
associate a difetti funzionali di questo tipo neuronale (Szabadfi et al., 2012). Il coinvolgimento di 
PAC1 nella stimolazione anti-apoptotica promossa da PACAP è stato confermato anche nella 
DR; come detto, tale tipo recettoriale risulta up-regolato nella retina diabetica, e attiva diverse vie 
che contrastano la morte neuronale, tra cui: a) la riduzione dei precursori della forma attiva della 
caspasi 8, caspasi 3 e caspasi 12, b) il potenziamento dell’espressione di Bcl-2, c) l’incremento 
dei livelli della proteina Akt, implicata in un’importante via di sopravvivenza cellulare (Szabadfi 
et al., 2014b). Alcuni studi hanno indagato anche il ruolo di PACAP nei confronti della gliosi 
associata alla DR; il trattamento con PACAP di topi STZ comporta una riduzione dell’attivazione 
gliale, indicata dall’espressione della GFAP, rispetto al corrispettivo diabetico non trattato 
(Szabadfi et al., 2012) (Fig. 18).  
Dall’altro lato, PACAP agisce anche sui danni a carico dei vasi, osservati nella DR. È stato visto 
che questo neuropeptide è in grado di contrastare il cedimento della BRB, dovuto alla riduzione 
dell’espressione delle proteine giunzionali, claudina-1 e ZO-1, causata dall’iperglicemia (Scuderi 
et al., 2013).  
L’abilità descritta di PACAP nel prevenire o attenuare diverse delle lesioni indotte 
dall’iperglicemia nella retina, principalmente a livello della componente nervosa, in aggiunta alla 
sua nota azione retino-protettrice generale, suggerisce il possibile potenziale terapeutico di questo 





Figura 18   Riduzione dell’espressione di GFAP indotta da PACAP in un modello di ratto 
diabetico trattato con STZ. (a) Nel controllo, la marcatura della GFAP è ristretta alle 
terminazioni espanse delle cellule di Müller a livello del GCL; (b) Il diabete induce 
l’aumento della GFAP, che è rilevata per tutta l’estensione dei processi delle cellule gliali. 
(c) Il trattamento con PACAP determina una riduzione dell’espressione, anche se non 
ripristina i livelli di controllo. ILM, membrana limitante interna; OLM, membrana limitante 




1.3. Modelli sperimentali per lo studio della Retinopatia Diabetica 
 
1.3.1. Modelli in vitro e in vivo: vantaggi e limiti 
 
Lo studio di un determinato processo e, nello specifico, degli aspetti coinvolti nella patogenesi 
della DR può essere effettuato a livelli diversi; a tal proposito le modalità sperimentali adoperate 
sono di natura varia. Nell’ambito dello studio della DR, l’analisi in vitro delle risposte cellulari 
indotte dall’alto glucosio costituisce la riproduzione sperimentale più basilare delle condizioni 
connesse al diabete. Possono essere utilizzate numerose linee cellulari diverse e i trattamenti 
impostati possono essere molto variabili, in funzione di tempi e modalità di incubazione delle 
52 
 
cellule; la possibilità di realizzare colture condizionate o co-colture permette di analizzare, a 
livello basale, le interazioni biochimiche tra tipi cellulari. Questo approccio sperimentale offre, 
quindi, il vantaggio di una grande versatilità, oltre a quello di una agevole manipolazione e 
controllo, rispetto a modelli ex vivo o in vivo, e permette di focalizzare l’attenzione su aspetti 
singoli, costituendo, di fatto un sistema molto semplificato. 
Gli studi in vitro svolti in passato e quelli odierni hanno fornito risultati basilari interessanti nella 
comprensione dell’effetto del diabete sulla retina. Tra le principali linee cellulari utilizzate ci 
sono le RGC-5, una linea di RGC trasformate di ratto; per indagare l’effetto dell’alto glucosio le 
cellule sono state incubate in un mezzo contenente 11 mM glucosio, come controllo, o 28 mM / 
45 mM glucosio, per i trattamenti; è stato visto che l’esposizione ad un ambiente con eccesso di 
glucosio induce un incremento della produzione di VEGF (Hu et al., 2013). Le RGC sono state 
utilizzate anche per indagare l’apoptosi indotta dall’iperglicemia in questo tipo cellulare, 
fenomeno che è noto realizzarsi in vivo (Ola et al., 2014). Studi sull’apoptosi neuronale sono stati 
condotti anche su colture primarie di neuroni retinici esposti per 7 giorni ad alto glucosio 
(Santiago et al., 2007). Anche le cellule di Müller vengono spesso utilizzate in studi in vitro; 
linee cellulari rappresentate da cellule di ratto (rMC-1) o umane isolate sono incubate in presenza 
di glucosio a concentrazioni di controllo (5/7,8 mM) o che mimano le condizioni iperglicemiche 
(25 mM). I cambiamenti evidenziati, indotti dall’alto glucosio, riguardano l’aumento dei livelli di 
espressione dell’mRNA del VEGF, dopo 3 giorni di coltura, e l’induzione di apoptosi. 
Quest’ultima è stata associata all’aumento dei livelli di superossido, ipotizzato essere l’iniziatore 
del processo di morte (Du et al., 2003, Szabadfi et al., 2010). Linee cellulari di cellule del RPE 
(ARPE-19), di cellule endoteliali retiniche (HRMEC) e di periciti, coltivate in condizioni che 
mimano quelle a cui sono sottoposte nel diabete, hanno fornito risultati preliminari sulla risposta 
anche di questi tipi cellulari allo stress iperglicemico (Szabadfi et al., 2014a). 
Queste indicate, e altre linee cellulari sviluppate, sono state ampiamente adoperate anche per altri 
tipi di esperimenti, sempre nell’ambito della ricerca sulla DR; di grande importanza sono gli studi 
preliminari volti ad indagare le potenzialità di determinate sostanze nel prevenire o contrastare i 
danni provocati dall’alto glucosio (Alvaro et al., 2008, Gaspar et al., 2013). Questo primo 
screening in vitro serve a limitare l’utilizzo, fin dal principio della ricerca, di animali 
sperimentali.  
Tuttavia, modelli sperimentali di questo tipo non consentono di indagare la risposta della retina 
nel complesso né di capire l’integrità funzionale del tessuto (Szabadfi et al., 2014a). Infatti, negli 
53 
 
esperimenti in vitro la risposta delle varie popolazioni cellulari retiniche viene analizzata 
isolatamente; la perdita degli effetti dovuti alle interazioni con altre componenti, da una parte, 
permette di fare maggiore chiarezza sul ruolo di ogni elemento del sistema neurovascolare 
retinico, ma, dall’altra, esclude dall’analisi fattori molto importanti; infatti, la struttura e 
l’omeostasi della retina, come detto sopra, sono il risultato proprio delle stesse interazioni 
complesse tra questi elementi singoli. Se quindi gli esperimenti in vitro sono certamente utili per 
l’approccio iniziale allo studio di un fenomeno complesso e per definirne le basi, nel prosieguo 
delle indagini pongono vincoli limitanti.  
Un modello in vivo, invece, è costituito da un soggetto sperimentale in cui l’oggetto di studio 
viene analizzato. Esso si pone agli antipodi rispetto al modello in vitro; introduce tutta la 
complessità derivata dalle interazioni presenti in condizioni fisiologiche nel singolo 
tessuto/organo studiato ma anche aspetti che si estendono alle dinamiche dell’organismo 
nell’insieme. L’analisi di un fenomeno, quale la patogenesi della DR, in un modello in vivo, 
garantisce la maggiore completezza del quadro ma è limitata dalla scarsa manipolabilità e 
controllo delle innumerevoli variabili presenti nell’organismo vivente; ciò risulta problematico, 
soprattutto nelle fasi iniziali di ricerca.  
Diversi modelli animali sono stati sviluppati e usati con successo per studi sulla DR. Ciò è 
motivato dal fatto che i processi fisiologici e biochimici, sottostanti alla malattia, nell’uomo, sono 
identici o molto simili a quelli degli animali sperimentali di maggior utilizzo (Robinson et al., 
2012). Mentre gli animali sono vivi, le alterazioni vascolari e non-vascolari della DR possono 
essere monitorati nello stesso animale nel corso del tempo, usando varie tecniche che includono 
test elettrofisiologici, fotografia del fondo, angiografia del fondo con fluoresceina e tomografia a 
coerenza ottica (Robinson et al., 2012). I modelli di DR sviluppati in roditori sono tra quelli più 
frequentemente adoperati (Jo et al., 2013), variano a seconda della specie considerata 
(principalmente ratto o topo), del ceppo, del metodo di induzione e della durata del diabete. I 
vantaggi offerti includono il fatto che sono semplici da manipolare, relativamente poco costosi, 
hanno cicli riproduttivi brevi e un background genetico simile all’uomo, prospettando la 
possibilità di estrapolare i risultati sperimentali. Inoltre, la messa appunto, nel topo, di tecniche 
avanzate di manipolazione genetica, come l’espressione transgenica, transgenesi tessuto specifica 
e il knockout genico mirato, hanno incrementato l’importanza di modelli sviluppati in questo 
animale. I roditori, quindi, forniscono una piattaforma notevole per investigare la patogenesi della 
DR, almeno per gli stadi iniziali della malattia. 
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Tuttavia, nonostante gli aspetti favorevoli e incoraggianti, il limite maggiore nell’uso di roditori è 
rappresentato dal fatto che essi non riproducono perfettamente la situazione riscontrabile 
nell’uomo, soprattutto per quel che riguarda il grado di estensione della malattia. I modelli di 
roditori presentano la maggior parte degli aspetti delle fasi precoci della DR, ma non è stata 
riscontrata, eccetto pochissimi casi, riproducibilità nello sviluppare l’ultimo stadio, neovascolare, 
della malattia; questo è probabilmente dovuto alla limitata lunghezza della vita degli animali e, di 
conseguenza, alla minore durata del diabete rispetto all’uomo. Nel dettaglio, negli animali il 
diabete viene generalmente indotto con diversi metodi, dalla pancreoctomia chirurgica alla 
somministrazione di farmaci tipo STZ, o tramite incrocio selettivo o manipolazione genetica 
(Robinson et al., 2012).  
Le sostanze chimiche usate più spesso sono la STZ o l’alloxano, i quali distruggono le cellule β 
del pancreas, inducendo diabete di tipo 1. Questo approccio riproduce i sintomi iniziali della DR, 
come la perdita di periciti e di capillari retinici, l’ispessimento della membrana basale dei vasi, 
occlusione vascolare e aumento della permeabilità vasale, che cominciano ad apparire tra 1 e 2 
mesi dall’inizio dallo stabilirsi dell’iperglicemia (Kern et al., 2009, Zheng and Kern, 2009, Kern 
et al., 2010). Le variazioni indotte dal diabete, non a carico dei vasi ma riguardanti neuroni e glia, 
sono riscontrate prima dello sviluppo delle alterazioni alle cellule vascolari e si ipotizza possano 
contribuire alla patologia della malattia vascolare, in questo modello (Barber et al., 1998, Zeng et 
al., 2000, Kohzaki et al., 2008). Dopo il trattamento con STZ i ratti mostrano perdita di RGC e un 
significativo assottigliamento degli strati nucleari interno ed esterno della retina (Martin et al., 
2004, Barber et al., 2005). Il modello di ratto, o topo, diabetico, trattato con STZ rappresenta 
quello più frequentemente adoperato per lo studio della neurodegenerazione e della 
neuroprotezione nella DR. 
I modelli diabetici in vivo di roditori, includono, oltre a quelli con diabete indotto da molecole 
chimiche, quelli in cui la malattia si sviluppa spontaneamente a causa di particolari mutazioni 
presenti nel genoma. Tra questi, i più noti sono gli Zucker diabetic fatty rats, gli Otsuka Long-
Evans Tokushima fatty rats, i Goto-Kakizaki rats e gli Spontaneously diabetic Torii rat, per i 
modelli di ratto, mentre nel topo sono i Non-obese diabetic mice, i db/db mice e gli Ins2Akita 
mice (Jo et al., 2013). I topi db/db e gli Ins2Akita sono quelli impiegati più frequentemente; nei 
primi lo sviluppo del diabete è dovuto alla mutazione nel recettore della leptina, ormone 
implicato nella regolazione del bilancio energetico. Gli animali con questa mutazione sviluppano 
sindrome metabolica, che, tra le manifestazioni più rilevanti, include il diabete (Bogdanov et al., 
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2014). Negli Ins2Akita, invece, il diabete è causato dalla mutazione puntiforme nel gene che 
codifica per l’insulina. In entrambi si riscontrano i cambiamenti associati alle fasi iniziali della 




Figura 19   Degenerazione dei coni in un modello di topo Ins2Akita. Micrografie di sezioni 
retiniche marcate con Rodopsina (verde) o Arrestina dei coni (rosso) in topi di controllo (A-
C) o Ins2Akita; dalla marcatura con DAPI emerge che non ci sono differenze nella densità 
totale dei fotorecettori tra trattati e controlli mentre le marcature specifiche indicano una 
riduzione del numero dei coni nel modello diabetico Ins2Akita. IS, segmenti interni; OS, 
segmenti esterni, INL, strato nucleare interno; ONL, strato nucleare esterno. Scala di 
calibrazione: 30 µm. Tratta da Hombrebueno et al., 2014. 
 
Come detto sopra, malgrado gli svariati tentativi di stabilire modelli ideali, che riflettano 
accuratamente gli aspetti connessi alla fase avanzata della DR nell’uomo, solo pochissimi animali 
sviluppano una retinopatia severa, con aree estese non perfuse e neovascolarizzazione. Per questo 
motivo, i ricercatori hanno optato spesso per animali non diabetici per lo studio della PDR. Tra i 
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modelli di roditore di questo tipo, di più ampio utilizzo per lo studio della neovascolarizzazione, 
ci sono quelli in cui il VEGF è sovraespresso, nei fotorecettori, come i topi Kimba, in cui 
l’espressione del VEGF è guidata dal promotore della rodopsina (Okamoto et al., 1997, Tee et al., 
2008). Questi inducono possibile neovascolarizzazione e distacco della retina in assenza di 
diabete.  
Di recente è stato proposto un modello transgenico di DR, nominato “Akimba”, frutto 
dell’incrocio tra topi Kimba e Akita (Rakoczy et al., 2010). Questi mostrano gli aspetti chiave 
esibiti da entrambi i ceppi parentali: sovraespressione di VEGF (come nei Kimba) e diabete 
spontaneo (come negli Akita). L’interesse riscontrato da tale modello deriva dal fatto che si 
evidenziano anche lesioni retiniche avanzate, che rispecchiano la PDR. Va comunque sottolineato 
che i cambiamenti neovascolari osservati nei topi Akimba non sono il risultato dell’iperglicemia 
protratta per lungo tempo, bensì sono causati dalla presenza del transgene del VEGF, quindi dalla 
sua sovraespressione. Di conseguenza, questo modello si rivela inadatto all’analisi dell’eziologia 
della DR o dei fattori associati allo sviluppo della neovascolarizzazione pre-retinica. Esso potrà, 
invece, rivelarsi uno strumento utile per incrementare la comprensione dei processi complessi che 
concorrono alla progressione delle fasi avanzate della DR (Robinson et al., 2012). 
Tra i sistemi in vivo, anche se non diabetici, utilizzati per lo studio della neovascolarizzazione 
merita una menzione particolare il modello di retinopatia indotta dall’ossigeno (OIR) (Scott and 
Fruttiger, 2010). Questo rappresenta il sistema più diffuso per indagare il fenomeno della 
neovascolarizzazione patologica come risposta all’instaurarsi di una condizione di 
ipossia/ischemia nella retina. Infatti, sebbene la patogenesi del danno vascolare vari 
considerevolmente tra le diverse retinopatie proliferative associate ad ischemia, lo sviluppo 
dell’ultima fase neovascolare avviene in maniera molto simile in tutte queste. Il principio su cui 
si basa il modello OIR per riprodurre la risposta neoangiogenica è quello per cui l’esposizione 
dell’animale neonato (PND 7), in cui il sistema vascolare retinico è ancora in via di sviluppo, ad 
iperossia inibisce la formazione dei vasi; in seguito al ritorno alla pressione di ossigeno 
atmosferica la retina diventa ipossica e attiva una risposta vascolare “riparatoria” che si sviluppa 
però in maniera non consona conducendo a neovascolarizzazione aberrante, quale quella che 






1.3.2. La coltura organotipica ex vivo: un nuovo approccio sperimentale  
 
Esiste un terzo tipo di approccio sperimentale, attraverso cui è possibile indagare la patogenesi e 
l’evoluzione della DR, rappresentato dai modelli ex vivo. 
In generale, un sistema ex vivo è costituito da un tessuto vivente coltivato all’esterno 
dell’organismo ed utilizzato come modello per lo studio e per la sperimentazione. La coltura 
organotipica ex vivo si pone a metà strada tra i modelli in vitro ed in vivo; la capacità di offrire un 
quadro sperimentale in cui l’organo è mantenuto nella sua integrità, più completo rispetto a 
singoli elementi cellulari isolati, e allo stesso tempo una maggiore accessibilità e semplicità di 
gestione rispetto a un sistema in vivo configurano i modelli ex vivo come un anello di 
congiunzione ideale ed uno strumento utile in vari ambiti di ricerca.  
 
Le potenzialità di questo sistema possono essere sfruttate anche per gli studi che hanno come 
oggetto la retina. Di base, questo approccio sperimentale è validato dal fatto che l’analisi 
morfologica e molecolare del tessuto dimostrano che, mentre la retina è coltivata, la maggior 
parte delle caratteristiche istologiche e neurochimiche si sviluppano, grossolanamente, come 
avviene nella organo all’interno dell’organismo vivente (Caffe et al., 2001) (Fig. 20).  
Posto ciò, perché un modello ex vivo risulti efficiente è fondamentale ottenere un sistema di 
coltura d’organo, di retina in questo caso, in cui il tessuto corrisponda alla sua controparte in situ, 
in modo tale che gli espianti possano essere accettati come un substrato eccellente per indagare i 
fenomeni retinici (Caffè et al., 2001). 
Il principale vantaggio è che un sistema organotipico così fatto permette di aggiungere metodi per 
un’analisi più precisa e dettagliata che non è possibile in varie situazioni in vivo, le quali 
rimangono difficili da interpretare (Caffè et al., 2001). Infatti, le tecniche di studio ex-vivo, se da 
una parte perdono la completezza di un modello in vivo, dall’altra, permettono di superarne 
alcuni punti sfavorevoli legati, in particolar modo, alla struttura complessa del sistema, costituito 
dall’organismo in toto, che impedisce di tenere facilmente sotto controllo tutte le variabili che 
possono influire sul processo in esame. Un esperimento ex-vivo ha una durata massima limitata 
dalla sopravvivenza della retina espiantata ma in questo intervallo rappresenta un modello più 
semplice, ideale, ad esempio, per mettere in luce con maggior chiarezza singoli aspetti relativi ad 







Da ciò deriva lo sforzo nel cercare di mettere a punto un modello ex vivo di DR. Lo studio in un 
sistema così fatto risulterà di certo una semplificazione del reale quadro pato-fisiologico tipico 
della malattia, ma permetterà di concentrarsi su alcuni punti importanti isolatamente. Diversi 
campi di indagine, infatti, potrebbero beneficiare dello sviluppo di un modello ex vivo di DR 
ideale; tra queste, lo studio delle variabili connesse alla patogenesi, quali l’effetto dell’alto 
Figura 20   Morfologia grossolana e vitalità tissutale di espianti retinici coltivati in 
terreno contenente siero (NHS) o meno (B27/N2); fotografie dell’intero espianto 
(a) e dell’assorbimento di Ioduro di propidio (PI) (c) dimostrano che la 
degenerazione del tessuto è limitata unicamente ai bordi degli espianti. (b) La 
quantificazione dell’area di tessuto sano confermano una perdita di tessuto minima 
negli espianti coltivati in B27/N2  mentre l’aggiunta di siero al terreno di coltura è 
associata a diminuzione della vitalità. Scala di calibrazione: (a) 6 mm, (c) 400 µm. 
Tratta da Johnson and Martin, 2008. 
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glucosio sul tessuto retinico nell’insieme, la risposta allo stress ossidativo e agli AGE, agenti 
chiave nell’evoluzione delle disfunzioni indotte dall’iperglicemia, ma anche il saggio di molecole 
con potenziale azione farmacologica, con particolare attenzione a sostanze ad azione 
neuroprotettiva. Ad oggi, prima dell’avvio di trials clinici, le molecole farmacologiche candidate 
al trattamento della DR vengono scrutinate principalmente tramite saggi in vitro ed impiego in 
modelli animali in vivo. Questa considerazione enfatizza la grande necessità di sviluppare un 
sistema intermedio, che mimi la malattia, per minimizzare l’utilizzo di animali da laboratorio (Jo 
et al., 2013). 
Tuttavia, non sono molti i modelli proposti. Il primo aspetto rilevante nell’evoluzione di un 
sistema di coltura organotipica che riproduca le condizioni iniziali tipiche della DR è dato dal 
fatto che il punto di partenza nell’evoluzione della malattia, così come di tutte le altre 
conseguenze del diabete, è l’iperglicemia. L’esposizione ad un’alta concentrazione di glucosio 
scatena una serie di risposte che possono condurre ad alterazione della funzionalità e, nella 
prospettiva peggiore, alla morte delle cellule. Vista la causalità dell’iperglicemia nelle risposte 
cellulari e tissutali, un modello ex-vivo in cui espianti retinici sono esposti a concentrazioni 
crescenti di glucosio, tali da mimare la condizione a cui l’organo è sottoposto nella DR, potrebbe 
rappresentare una valida “riproduzione”, semplificata, del quadro che in vivo è associato alla 
malattia.  
Sistemi basati su questo principio sono stati utilizzati in alcuni studi. Ad esempio, è stata 
analizzata la formazione di nuovi vasi (“sprouting”) in espianti retinici incubati in condizioni di 
alto glucosio (25 m M) o di controllo per un periodo di 2-3 settimane (Aranda et al., 2012). 
Inoltre, in retine ex vivo, è stato valutato l’effetto dell’iperglicemia sull’espressione di molecole 
impiegate dalle cellule, in particolar modo neuroni, per combattere lo stress ossidativo (He et al., 
2013). Infine, retine coltivate in presenza di alto glucosio sono state adoperate per analizzare la 
risposta allo stress iperglicemico, in termini di crescita dei neuriti (Takano et al., 1999), e per 
saggiare l’efficacia di alcune neurotrofine (BDNF e neurotrofina-4) nel ridurre l’apoptosi 
associata allo stress indotto dall’alto glucosio (Oshitari et al., 2010).  
I dati raccolti in queste prove confermano la validità dell’approccio sperimentale ex vivo per la 
ricerca sulla DR e spingono ad ulteriori avanzamenti nelle metodologie proposte e nelle 




2. Scopo della tesi  
Lo scopo del lavoro di tesi è stato quello di mettere a punto e validare un modello ex vivo che 
riproduca le condizioni associate alla DR rappresentato dalla coltura organotipica di espianti di 
retina, per tempi diversi, in presenza di concentrazioni di glucosio iperglicemiche e di controllo, o 
in presenza di H2O2.  
Vista la causalità dell’iperglicemia nelle risposte cellulari e tissutali indotte dal diabete, un 
modello sperimentale ex-vivo in cui espianti retinici sono esposti a concentrazioni di glucosio, tali 
da mimare la condizione a cui l’organo è sottoposto nella DR, potrebbe rappresentare un valido 
strumento di studio per indagare, a livello basale, tali risposte. Il trattamento con H2O2, invece, è 
accettato come sistema sperimentale per riprodurre condizioni di stress ossidativo, che costituisce 
uno dei principali collegamenti tra alto glucosio e DR. Questo secondo approccio, quindi, 
offrirebbe la possibilità di indagare direttamente il ruolo di questo componente specifico della 
patogenesi della DR. L’obbiettivo finale è quello di sviluppare un sistema valido per testare 
l’efficacia di sostanze neuroprotettive nel trattamento della malattia, posto il ruolo della 
neurodegenerazione come motore iniziale nell’evoluzione della stessa. Tra le molecole candidate, 
particolare attenzione è stata rivolta all’indagine dell’effetto benefico di OCT nell’attenuare i 
danni ai neuroni, riducendo l’apoptosi, e nel saggiare se e come questo risultato si ripercuote 
sull’aumento dell’espressione/rilascio di VEGF. Infatti, il contemporaneo miglioramento su 
entrambi i fronti va a supporto della teoria di una relazione causale tra danno alla neuroretina e 
sviluppo di risposte inerenti la componente vascolare; questo permette di sostenere l’ipotesi 
dell’utilizzo di neuroprotettori, nello specifico neuropeptidi, come trattamento della DR nelle sue 
fasi precoci, impedendo il successivo decorso deleterio. 
 
 
3. Materiali e metodi  
3.1. Animali e preparazione degli espianti 
Sono stati utilizzati topi di 3/5 settimane di età, appartenenti al ceppo C57BL/6, di entrambi i 
sessi, allevati in ambiente con atmosfera controllata (23±1°C, 50±5% di umidità) e con cicli 
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buio/luce di 12h.  In tutti gli esperimenti i topi sono stati anestetizzati con etere e sacrificati per 
dislocazione cervicale. Le retine sono state rapidamente dissezionate in soluzione salina sterile 
(PBS); con una forbice da chirurgia oftalmica è stato effettuato un taglio verticale anteriormente 
lungo l’ora serrata; l’interruzione della continuità della cornea permette l’uscita dell’umor 
acqueo. Facendo presa con pinzette sui due lembi liberi, così generati, e tirando delicatamente in 
direzioni opposte, si ha la separazione della retina dalla parte esterna dell’occhio, costituita dalla 
sclera e dal pigmentato. Sono stati rimossi il cristallino e l’umor vitreo ed è stato reciso con un 
taglio il nervo ottico. La retina isolata è stata disposta con la concavità rivolta verso l’alto e sono 
state effettuate 4 incisioni simmetriche radialmente. Prolungando i tagli fino a convergenza sono 
stati ottenuti 4 frammenti della forma di spicchi circa delle stesse dimensioni. In tutti gli 
esperimenti effettuati, gli espianti incubati ex vivo sono stati rappresentati da frammenti così 
realizzati. 
 
3.2. Colture organotipiche ex vivo 
In prove successive sono stati impiegati due sistemi di coltura differenti in funzione del supporto 
tissutale utilizzato e del terreno di coltura.  
 
3.2.1.Coltura su vetrini poli-lisinati 
Il terreno utilizzato ha la seguente formula: PBS (ottenuto dal PB 0,1 M pH 7,4 con l’aggiunta di 
0,09% NaCl), Amfotericina B 1 µg/ml, Penicillina 25 U/ml, Streptomicina 25 mg/ml e contiene 6 
mM D-glucosio, per il controllo, o concentrazioni di D-glucosio pari a 25 mM, 45 mM o 57 mM 
per i trattamenti iperglicemici.  
Dopo la poli-lisinazione, ogni vetrino coprioggetto è stato adagiato in un pozzetto di 6-well, dove 
è avvenuta la coltura. Gli espianti sono stati posizionati sul vetrino tramite l’ausilio di una 
pasteur, con la quale è stato raccolto il frammento isolato all’interno di un piccolo volume di 
liquido, in modo da evitare danni meccanici. Rilasciando quanto aspirato sul vetrino, nella 
posizione voluta, il frammento si è trovato in una goccia di liquido che ha permesso di orientarlo 
adeguatamente mediante l’utilizzo di pinzette. La successiva rimozione della soluzione in eccesso 
ha consentito la distensione del frammento. Sono stati aggiunti 150 µl di terreno di coltura; il 
risultato finale è stato rappresentato dalla formazione di un sottile film che bagna gli espianti 
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senza sommergerli. Operando in questo modo, tutti gli espianti sono rimasti adesi al substrato di 
coltura. Le piastre coi vetrini sono state mantenute nell’incubatore a 37°C e con 5% CO2 fino al 
termine delle colture. Per i trattamenti con durata dell’incubazione superiore a un giorno si è 
provveduto a cambiare il terreno giornalmente.  
Questo procedimento è stato adottato in 2 prove differenti in funzione della durata della coltura, 
dell’orientamento degli espianti rispetto al substrato e della concentrazione di glucosio presente 
nel terreno. Nel primo esperimento, 4 espianti sono stati posizionati su ciascun vetrino, due 
disposti con il GCL rivolto verso l’alto e due con l’orientamento opposto, e sono stati incubati 
per 1 gg, 2 gg o 5gg. Nella seconda prova, gli espianti posti su ciascun vetrino sono stati orientati 
tutti con GCL verso l’alto e sono stati introdotti i trattamenti con concentrazioni diverse e 
crescenti di glucosio (6 mM, 25 mM, 45 mM, 57 mM). La durata delle colture è stata pari a 1 gg, 
2 gg, 3 gg, 4 gg o 5 gg. Gli espianti trattati in queste 2 prove sono stati utilizzati per analisi 
morfologiche su sezioni trasversali colorate con DAPI e per la valutazione della morte cellulare 
tramite una tecnica di staining vita/morte con PI. 
 
3.2.2. Coltura su inserti Millicell-CM  
La coltura è stata realizzata su membrane microporose (Millicell-CM culture inserts, Sigma), di 
dimensioni 0.4 mm x 30 mm, adagiate sul fondo dei pozzetti di piastre 6-well sterili in cui, 
precedentemente, era stato messo 1 ml di terreno adatto per ciascun trattamento. Su ogni inserto 
sono stati disposti espianti, con lo stesso sistema descritto in precedenza, in numero compreso tra 
3 ed 8 e destinati ad uno stesso trattamento. Le piastre sono state riposte nell’incubatore a 37°C 
con 5% CO2 dove è avvenuta la coltura. In prove successive sono stati utilizzati due terreni con 
composizione differente; la formula di base impiegata inizialmente prevede: 50% Modified Eagle 
Medium (MEM, Sigma), 25% Heat Inactivated Horse Serum (HIHS, Sigma), 25% Hank’s Salt 
Solution (Sigma), Penicillina 25 U/ml, Streptomicina 25mg/ml, Amfotericina B 1 µg/ml, l-
glutammina 200 µM e D-glucosio 6 mM. In seguito, la composizione è stata modificata 
eliminando HIHS. I trattamenti iperglicemici sono stati ottenuti aggiungendo al terreno quantità 
di D-glucosio tali da raggiungere concentrazioni finali pari a 25 mM, 45 mM o 75 mM. 
L’incubazione ha avuto una durata compresa tra 1 gg e 10 gg; il terreno è stato sostituito ogni due 
giorni. I trattamenti con H2O2 hanno previsto l’aggiunta, di H2O2 1 µM, 10 µM o 100 µM; la 
composizione del terreno è identica a quella utilizzata per i controlli negli esprimenti in 
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condizioni di alto glucosio. Gli espianti retinici sono stati incubati per 1, 3 o 5 gg, e il terreno è 
stato cambiato giornalmente, data l’instabilità dell’H2O2. Gli espianti così trattati sono stati 
utilizzati per la valutazione della morte cellulare per apoptosi tramite quantificazione relativa dei 
livelli di citocromo c con Western Blot, per la misurazione dei livelli di mRNA per la caspasi-3 e 
per il VEGF mediante Real-Time RT-PCR o per la valutazione del danno a selezionate 
popolazioni cellulari e dell’entità del processo apoptotico in atto mediante tecniche di 
immunoistochimica. Sui terreni raccolti al termine delle colture sono state misurate le quantità 
relative di VEGF tramite un saggio ELISA. 
 
3.3. Trattamenti farmacologici 
Espianti in coltura su inserti Millicell-CM sono stati trattati con OCT o VEGF-trap aggiunti al 
terreno di coltura. OCT, analogo sintetico del neuropeptide SST, è stato impiegato alla 
concentrazione di 1 µM; VEGF-trap è stato impiegato alla concentrazione di 1 ng/ml. Il 
trattamento è stato ripetuto per ogni cambio del terreno, fino al termine delle colture. 
 
3.4. Preparazione delle sezioni retiniche 
Al termine del periodo di incubazione, gli espianti utilizzati per la colorazione con DAPI o per 
l’immunoistochimica sono stati fissati in paraformaldeide (PAFA) al 4% in PB 0,1M per 45–60 
minuti a temperatura ambiente. Gli espianti fissati sono stati poi conservati in saccarosio al 25% 
in PB 0,1M contenente 0,01% sodio azide (NaN3) a 4°C per almeno una notte. Sono state 
realizzate sezioni di ogni frammento, di 10 μm di spessore, tagliando gli espianti di retine al 
criostato perpendicolarmente alla superficie vitreale. Le sezioni sono state montate su vetrini 
gelatinati e conservate a -20°C. Per ogni campione sono stati fatti 5-10 vetrini, ciascuno 
contenente 5 sezioni. 
 
3.5. Colorazione con DAPI  
L’analisi della morfologia retinica è stata effettuata tramite colorazione di sezioni retiniche con 
DAPI (4'-6-diamidino-2-phenylindole; Sigma), molecola organica fluorescente che lega 
fortemente il DNA e permette di rilevare i nuclei cellulari. I vetrini sono stati montati con 
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coprioggetto utilizzando come mezzo montante una miscela di glicerolo in PB 0,1 M contenente 
1 µg/ml di DAPI. 
 
3.6. Colorazione con ioduro di propidio 
Per valutare la vitalità degli espianti al termine della coltura su vetrini poli-lisinati in presenza di 
alto glucosio o in condizioni di controllo, è stata adoperata una tecnica di staining vita-morte che 
utilizza ioduro di propidio (PI). PI è un intercalante del DNA; si lega in maniera stechiometrica 
all’acido nucleico ed emette fluorescenza nel rosso. Solo le cellule morte, in cui il colorante ha 
accesso all’interno della cellula, risultano marcate, per cui è possibile utilizzare l’intensità della 
fluorescenza emessa come indice del grado di morte cellulare in ciascun frammento. Al termine 
del periodo di coltura, il terreno è stato sostituito con 200 μl di soluzione PI 20 µg/ml in PBS 
sterile, contenente Amfotericina B 1 μg/ml, Penicillina 25 U/ml, Streptomicina 25 mg/ml, che 
mantenesse la corretta concentrazione di glucosio relativa a ciascun trattamento. Si è lasciato 
incubare per 1h a temperatura ambiente. Al termine, gli espianti sono stati lavati, utilizzando per 
ciascuno il relativo terreno in cui era avvenuta la coltura, e sono stati fissati con PAFA 4% in PB 
0,1 M. Di seguito, è stata effettuata l’analisi della fluorescenza ed l’acquisizione delle immagini 
posizionando gli espianti su un vetrino portaoggetto, con il GCL rivolto verso l’alto, e montando 
il coprioggetto con una soluzione di glicerolo in PB 0,1 M.  
 
3.7. Immunoistochimica 
Gli anticorpi primari utilizzati in questo lavoro sono stati scelti per marcare specifiche 
popolazioni cellulari, in particolare cellule endoteliali (CD31), cellule di Müller (GFAP) o 
fotorecettori (recoverina), o per rivelare l’entità e la localizzazione di fenomeni apoptotici 
(caspasi 3 attiva). I vetrini con le sezioni ottenute al criostato (vedere paragrafo “Preparazione 
delle sezioni retiniche”) sono stati asciugati, lavati in PB 0.1M e successivamente incubati per 
tutta la notte a 4 °C con ciascuno degli anticorpi primari diluiti in Triton X-100 0.1% in PB 0.1M. 
Le diluizioni utilizzate sono: 1:50 per il CD31, 1:400 per la GFAP e 1:100 per la recoverina. 
Successivamente i vetrini sono stati lavati in PB 0.1M ed incubati a temperatura ambiente per 1-
2h, con un anticorpo secondario coniugato con Alexa Fluor 488 o con Alexa Fluor 546, diluito 
1:200 in Triton X-100 0.1% in PB 0.1M. Infine, i vetrini sono stati lavati in PB 0.1M e montati 
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con coprioggetto utilizzando come mezzo montante una miscela di PB 0.1M e glicerolo. Doppie 
marcature sono state eseguite incubando overnight sezioni con anticorpi per il CD31 insieme ad 
anticorpi per la caspasi 3 attiva; successivamente le sezioni sono state incubate per 2h a 
temperatura ambiente con una miscela contenente gli opportuni anticorpi secondari coniugati con 
Alexa Fluor 488 o con Alexa Fluor 546. 
 
3.8. Analisi dell’immagine 
Immagini di preparati colorati con PI o di preparati di immunofluorescenza sono state acquisite al 
microscopio a fluorescenza utilizzando gli obbiettivi 4x o 20x. Le immagini sono state convertite 
in scala di grigi e normalizzate al backgraund. Le misure dello spessore del bordo marcato, su 
immagini di espianti whole mount colorati con PI, e della densità di marcatura, indicata dalla 
misura del livello medio di grigio, su sezioni di espianti trattati per l’immunoistochimica, sono 
state eseguite utilizzando lo strumento “analisi” del software Adobe Photoshop (Adobe Systems, 
Mountain View, CA, USA).  
 
3.9. Real-Time RT-PCR 
Mediante Real-Time RT-PCR, sono stati valutati i livelli di espressione dell’mRNA della 
caspasi-3 e del VEGF. Al termine della coltura, gli espianti utilizzati per l’RT-PCR sono stati 
immediatamente congelati a -80°C. L’mRNA totale è stato estratto dagli espianti utilizzando il 
protocollo di estrazione con Triazol; è stato purificato, risospeso in acqua sterile e quantificato 
tramite lettura allo spettrofotometro. Il cDNA è stato sintetizzato a partire da 1 μg di RNA totale.  
I primer per la caspasi-3 e per il VEGF (Eurofins) sono stati disegnati per ibridare con le regioni 
corrispondenti nel topo. Per la caspasi-3 hanno sequenze: 
 “forward” -  GCACTGGAATGTCATCTCGCTCTG 
 “reverse" -  GCCCATGAATGTCTCTCTGAGGTTG 
Per il VEGF le sequenze dei primer sono: 
“forward” - GCACATAGGAGAGATGAGCTTCC 
“reverse” - CTGCGCTCTGAACAAGGCT 
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Come standard interno è stato utilizzato l’mRNA per Rpl13a, espresso costitutivamente nella 
retina. I primer per Rpl13a sono stati scelti in accordo alla sequenza genica nel topo. 
La reazione di amplificazione è stata effettuata in un termociclatore (MJ-Mini TM, Bio-Rad) per 
40 cicli. Ciascun ciclo consiste in 10’’ di denaturazione a 95°C e 20’’ di annealing ed estensione 
dei filamenti a 58°C. Al termine della reazione di amplificazione sono state analizzate le curve di 
melting, tramite aumento della temperatura da 65,0 °C a 95,0 °C, con incrementi di 0.5°C ogni 
secondo.  
 
3.10. Western Blot 
Al termine delle colture gli espianti sono stati raccolti all’interno di vials, in numero di 4 espianti 
per ciascuno, a cui sono stati aggiunti 100 µl di buffer di lisi contenente 20 mM HEPES pH 7,4, 
150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 3 mM EGTA, 4 mg/ml n-dodecil-β-maltoside, 1% TRITON-X 
100, 0,1% SDS, un cocktail di inbitori di proteasi e fosfatasi, e sono stati sonicati a freddo. Gli 
omogenati sono stati centrifugati a 14.000 rpm per 15 min a 4°C. È stata determinata la 
concentrazione proteica, sui surnatanti, tramite metodo di Bradford. Aliquote di ciascun 
campione, contenenti la stessa quantità di proteine (30 µg), sono state sottoposte a corsa 
elettroforetica SDS-PAGE. Le proteine sono state trasferite dal gel a membrane di 
polivinilidenfluoruro (PVDF) per mezzo di Transblot (Trans-Blot TurboTM, Biorad) o 
trasferimento manuale. Queste sono state sottoposte a blocking, tramite incubazione in latte al 3% 
in agitazione su bascula per 1h. Le membrane sono state incubate overnight con l’anticorpo 
primario, a 4°C. È stato utilizzato un anticorpo monoclonale fatto nel topo e diretto contro il 
citocromo c (diluizione 1:500); le stesse membrane sono state incubate successivamente con un 
anticorpo monoclonale fatto nel topo e diretto contro la β-actina (diluizione 1:2500), usata come 
controllo di caricamento. Infine le membrane sono state incubate per 1h a temperatura ambiente 
in presenza di un anticorpo secondario anti-mouse coniugato con perossidasi di rafano (IgG 
HRP) (diluizione 1:12.500). Le bande marcate sono state rivelate con un reagente 
chemoluminescente (Luminol). 
Le immagini sono state acquisite usando un apparecchio Chemidoc XRS+ (Bio-Rad). L’analisi 
comparativa dei livelli di citocromo c è stata effettuata misurando la densità ottica (OD) delle 
bande grazie al software Image Lab 3.0. I dati sono stati normalizzati per i livelli di OD della 
banda corrispondente di β-actina. I dati sono stati espressi come media ± SE e sono originati da 3 
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campioni, ciascuno costituito da 4 espianti (che formano una retina), per ogni condizione 
sperimentale. 
 
3.11. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
I livelli di VEGF nei terreni finali, raccolti al termine delle colture ex-vivo, o in omogenati di 
espianti retinici sono stati misurati tramite l’utilizzo di un kit disponibile in commercio. La 
misurazione è stata eseguita tramite una lettura spettrofotometrica (Microplate Reader 680 XR; 
Bio-Rad). Tutti gli esperimenti sono stati condotti in duplicato. I dati sono stati espressi come 
media ± SEM. 
 
3.12. Statistica 
L’analisi statistica dei dati provenienti dall’analisi di immagine condotta sugli espianti colorati 
con PI o immunomarcati, dall’RT-PCR, dal Western blot e dell’ELISA è stata effettuata con il 
test ANOVA e il post-test Newman Keuls utilizzando il software Graph Pad Prism (Graph 
Software, San Diego, CA, USA). P<0.05 è stato considerato significativo. I risultati sono sempre 
stati espressi come media ±SEM.  
 
3.13. Preparazione delle figure  
Tutte le immagini con DAPI, PI e quelle dell’immunofluorescenza sono state acquisite con un 
microscopio a fluorescenza NIKON Eclipse E800, provvisto di telecamera Digital-Sight DS-U3, 
utilizzando il software DS-filc camera (Nikon Europe). Le immagini digitali sono state 
ottimizzate per luminosità e contrasto tramite il software Adobe Photoshop (Adobe Systems, 










4.1. Definizione e validazione di un modello ex vivo di DR 
Sono stati messi a punto due setup sperimentali che riproducono due delle condizioni associate 
alla DR; in particolare i modelli ideati e validati sono rappresentati da espianti retinici trattati con 
alto glucosio o con H2O2. 
 
4.1.1. Espianti su vetrini poli-lisinati in alto glucosio 
4.1.1.1.  Analisi morfologica di sezioni colorate con DAPI 
L’analisi di sezioni trasversali marcate con DAPI di espianti coltivati per 1gg, 3gg o 5gg, ha 
mostrato che gli espianti in coltura mantengono l’integrità della struttura e la morfologia 
(macroscopica) classica fino a 3gg di incubazione; negli espianti mantenuti per 5gg si è osservata 
riduzione dello spessore sia dell’INL che dell’OPL, in associazione a perdita di struttura del 
tessuto retinico rimanente (Fig. 21). 
  
 
Figura 21   Sezioni di espianti coltivati su vetrini poli-lisinati per 1gg (A), 3gg (B) o 5gg 
(C). L’incubazione protratta per più di 3gg, in queste condizioni sperimentali, non 
garantisce la preservazione delle caratteristiche del tessuto ex vivo. Per le abbreviazioni 




4.1.1.2. Analisi della morte cellulare tramite staining vita/morte con PI  
PI è un molecola fluorescente che permea la membrana plasmatica solo quando la cellula non è 
più vitale; quindi, in un tessuto trattato con PI, l’entità della fluorescenza è un indice della vitalità 
del tessuto stesso. Espianti di retina sono stati coltivati per 1gg, 3gg o 5gg, in presenza di 
concentrazioni di glucosio di controllo (6 mM) o in un mezzo contenente alto glucosio (25 mM, 
45 mM o 57 mM) (Fig. 22).  
 
 
Figura 22   Assorbimento di PI, misura del bordo marcato. Comparazione dello spessore 
del bordo marcato in espianti coltivati in condizioni di controllo o in presenza di alto 
glucosio per 1 gg, 3 gg o 5 gg. A sinistra, immagini al microscopio a fluorescenza di una 
porzione periferica di un frammento relativo a ciascun trattamento; si nota la diversità nel 
grado di penetrazione di PI. A destra, grafici che indicano l’andamento della variazione 
dello spessore del bordo marcato tra i vari trattamenti, rispettivamente, dall’alto verso il 
basso, dopo 1gg, 3 gg e 5 gg. I valori sono espressi in percentuale rispetto a quello misurato 
al primo giorno con glucosio 6mM; n = 3. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (ANOVA) 
rispetto al controllo (6 mM). Barra di calibrazione: 500 µm. 
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In seguito al trattamento con PI, è stata comparata la fluorescenza presente negli espianti nelle 
diverse condizioni, mediante acquisizione di immagini delle porzioni periferiche e misura, su di 
esse, dello spessore del bordo marcato che indica il grado di penetrazione di PI nel tessuto, quindi 
fornisce una stima della morte cellulare (Fig. 23).  
 
Figura 23   Grafico che mostra l’andamento, nei giorni, della penetrazione di PI in espianti 
retinici incubati in presenza di glucosio 6 mM, 25 mM, 45 mM o 57 mM. La penetrazione 
di PI, espressa in percentuale rispetto a quella del controllo 6 mM 1 gg, negli espianti 
trattati con alto glucosio si mantiene più alta che nei controlli per i primi 3 gg. Dopo il terzo 
giorno, invece, le differenze tra espianti trattati con alto glucosio e quelli di controllo non 
sono più evidenti.  
 
Negli espianti mantenuti in coltura per 1 gg, è stato rilevato un aumento dello spessore del bordo 
marcato al crescere della concentrazione di glucosio nel terreno di coltura, con una differenza 
significativa tra il massimo trattamento (57 mM) e il controllo (6 mM). Lo stesso andamento è 
stato riscontrato anche per gli espianti coltivati per 3gg; la marcatura del bordo presente nel 
trattamento 25 mM (3 gg) è significativamente maggiore rispetto a quella misurata nel relativo 
controllo (3 gg 6 mM) e la variazione diventa più accentuata dopo trattamento con glucosio 45 
mM e 57 mM. La stessa analisi dopo 5 giorni di incubazione degli espianti ha indicato, invece, 
che non ci sono differenze nel grado di penetrazione di PI negli espianti coltivati in presenza di 
alto glucosio o di controllo. Lo spessore del bordo marcato si assesta sui valori simili per i 
trattamenti 6 m M, 25 mM e 45 mM, con un aumento significativo solo negli espianti trattati con 
glucosio 57 mM.   
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4.1.2. Espianti su inserti Millicell-CM 
4.1.2.1. Coltura in terreno contenente HIHS 
Analisi dei livelli di espressione di GFAP 
in condizioni di alto glucosio 
È stata valutata l’attivazione gliale in 
espianti coltivati per 1 gg, 2 gg o 5 gg, su 
inserti Millicel-CM in terreno contenente 
HIHS, in presenza di concentrazioni di 
glucosio pari a 6 mM (controllo) o 45 mM 
(alto glucosio). L’espressione della GFAP, 
analizzata mediante immunoistochimica in 
sezioni trasversali degli espianti, è 
utilizzata come indice di gliosi, associata a 
sofferenza tissutale. È stata osservata 
marcatura basale della GFAP, a livello del 
GCL, negli espianti coltivati per 1 gg. 
All’aumentare del tempo di incubazione, si 
assiste ad un progressivo aumento 
dell’espressione della GFAP, che, a 2 gg, 
interessa la metà prossimale dello spessore 
della retina, mentre, a 5 gg, coinvolge quasi 
tutto lo spessore della retina (Fig. 24).  
 
Figura 24   Espressione della GFAP in espianti di retina coltivati in terreno contenente HIHS, 
in condizioni di controllo o in presenza di alto glucosio. Dopo un giorno di incubazione si 
rileva marcatura basale a livello del GCL (A e B). L’espressione aumenta progressivamente 
nei trattamenti di durata pari a 2 gg (C e D) o 5 gg (E e F), dove interessa tutta l’estensione dei 
processi delle cellule di Müller. Il trattamento con alto glucosio causa un effetto aggiuntivo 
che si evidenzia come incremento della densità dei processi marcati, a 2 gg, unita ad aumento 
dell’intensità della fluorescenza nel GCL, a 5 gg, rispetto ai relativi controlli. Per le 
abbreviazioni vedere “Abbreviazioni”. Barra di calibrazione: 50 µm. 
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Si è notato che, sebbene l’incremento dell’espressione della GFAP sia stato rilevato, dopo 2 e 5 
gg, anche nei controlli, l’incubazione con alto glucosio ha determinato un effetto aggiuntivo 
indicato dal maggior numero di processi cellulari marcati e dall’immunomarcatura più intensa a 
livello del GCL, negli espianti coltivati in alto glucosio.  
 
4.1.2.2. Coltura in terreno senza HIHS 
Analisi dei livelli di espressione di GFAP in condizioni di alto glucosio 
L’espressione della GFAP è stata 
valutata, secondo quanto descritto 
sopra, anche in espianti coltivati per 3, 
7 o 10 gg in terreno privo di HIHS, in 
condizioni di controllo (6 mM) o in 
presenza di alto glucosio (45 mM). In 
tutte le condizioni sperimentali, la 
marcatura della GFAP è simile a quella 
basale, ovvero riguarda solo le 
terminazioni espanse delle cellule di 
Müller nel GCL. Non si osservano 
variazioni di immunolocalizzazione né 
tra i trattamenti (controllo e 
iperglicemico) né all’aumentare del 
tempo di incubazione che, in questa 
prova, è protratto fino a 10 gg (Fig. 
25). 
Figura 25   Espressione della GFAP in 
espianti di retina coltivati in terreno 
privo di HIHS, in condizioni di 
controllo o in presenza di alto 
glucosio. Non si osservano variazioni 
nell’immunomarcatura né indotte dall’alto glucosio, né in funzione del tempo di coltura, pari a 3 
gg (A e B), 7 gg (C e D) o 10 gg (E e F). Per le abbreviazioni vedere “Abbreviazioni”. Barra di 
calibrazione: 50 µm. 
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Analisi dei livelli di espressione di GFAP in condizioni di stress ossidativo 
L’immunomarcatura della GFAP è stata analizzata in espianti di retina coltivati ex vivo, per 1, 3 o 
5 gg, in terreno privo di siero, in condizioni in presenza di H2O2 a concentrazioni pari a 10 µM o 
100 µM. L’espressione della GFAP si mantiene circoscritta alle terminazioni espanse delle 
cellule gliali nel GCL e non si osservano variazioni indotte nè dal trattamento con H2O2 né dal 
tempo di incubazione (Fig. 26). 
Figura 26   Espressione della 
GFAP in espianti di retina coltivati 
in terreno privo di HIHS, in 
presenza di H2O2. Non ci sono 
differenze nell’immunomarcatura 
né indotte dal trattamento con H2O2 
né in funzione del tempo di coltura, 
pari a 1 gg (A e B), 3 gg (C e D) o 
5 gg (E e F). Per le abbreviazioni 
vedere “Abbreviazioni”. Barra di 












4.2. Morte cellulare e produzione/rilascio di VEGF 
In questi esperimenti, gli espianti sono stati coltivati su supporti Millicel-CM in terreno privo di 
HIHS, dal momento che gli esperimenti descritti sopra hanno indicato queste condizioni come 
quelle in cui si ha un migliore mantenimento degli espianti in condizioni di controllo. 
4.2.1. Modello “alto glucosio” 
Analisi dei livelli di espressione della caspasi 3 attiva tramite immunoistochimica 
Abbiamo analizzato le variazioni nell’espressione della caspasi 3 attiva, indicate dai cambiamenti 
nell’immunomarcatura per questo marker apoptotico, sia in funzione della concentrazione di 
glucosio nel mezzo (6 mM, 45 mM o 75 mM), sia della durata dell’incubazione (3, 7 o 10 gg) 
(Fig. 27).  
Figura27   
Immunomarcatura 
per la caspasi 3 attiva 
in espianti di retina 
coltivati per 3, 7 o 10 
gg, in terreno privo 
di siero, in condizioni 
di controllo (A, D e 
G) o in due 
condizioni di alto 
glucosio, 45 mM (B, 
E e H) e 75 mM (C, 
F e I). L’alto 
glucosio è efficace 




che si evidenzia 
massimamente dopo 
10 gg. Per le 
abbreviazioni vedere 
“Abbreviazioni”. 




L’analisi dei livelli medi di grigio in immagini di sezioni immunomarcate per la caspasi 3 attiva 
ha confermato il quadro mostrato in figura 27. In particolare, in condizioni di controllo (6 mM), 
l’immunomarcatura per la caspasi 3 attiva è praticamente assente dopo 3 gg di coltura e molto 
scarsa dopo 7 gg o 10 gg. L’alto glucosio invece suscita un effetto che è già rilevabile in colture 
di 7 gg.  Infatti, l’aumento delle cellule marcate per la caspasi 3 attiva negli espianti incubati con 
glucosio 45 mM è significativo a 7 e 10 gg di coltura, mentre l’effetto massimo è visibile dopo 10 
gg di incubazione, dove si nota un trend di aumento progressivo al crescere della concentrazione 
di glucosio (Fig. 28).  
 
 
Figura 28   Analisi quantitativa dei livelli medi di grigio in immagini di sezioni retiniche 
immunomarcate per la caspasi 3 attiva derivanti da espianti incubati per 3, 7 o 10 gg in 
condizioni di controllo o in presenza di alto glucosio (45 mM o 75 mM). *p< 0.05 







Livelli di apoptosi e rilascio di VEGF  
La misura dei livelli di citocromo c, effettuata mediante Western blot, è accettata come marker 
riconosciuto di apoptosi. Come mostrato in figura 29A, i livelli di citocromo c in espianti retinici 
coltivati per 10 gg in presenza di glucosio 45 mM sono risultati aumentati rispetto alla condizione 
di controllo (6 mM). L’incubazione con una più alta concentrazione di glucosio, pari a 75 mM, ha 
determinato un effetto ancora maggiore; la differenza nei livelli di citocromo c, nel trattamento 
75 mM 10 gg rispetto sia al controllo, sia al 45 mM è significativa (Fig. 29A).  
 
Figura 29    (A) Analisi quantitativa dei livelli di citocromo c in espianti di retina incubati 
per 10 gg in condizioni di controllo o di alto glucosio (western blot). (B) Rilascio di VEGF 
nel terreno di coltura misurato con ELISA. Sia in A che in B, i valori sono espressi come 
percentuali dei valori di controllo (6mM GLU). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 rispetto al 
controllo (6 mM GLU); §p<0.05, §§p<0.01, §§§p<0.001 rispetto al relativo 45 mM GLU. 
Gli istogrammi rappresentano la media ± SEM. n= 3. 
 
 
Le variazioni della quantità di citocromo c negli espianti correlano positivamente con il rilascio 
di VEGF da parte degli stessi. Infatti, come mostrato nella figura 29B, il dosaggio del VEGF, 
effettuato tramite ELISA nei terreni di coltura di espianti incubati per 2, 6 o 10 gg in presenza di 
glucosio pari a 6 mM (controllo), 45 mM o 75 mM (alto glucosio), ha mostrato un incremento 
progressivo dei livelli di VEGF in funzione dell’aumento della concentrazione di glucosio nel 
mezzo. In particolare, il trattamento con glucosio 45 mM per 6 o 10 gg ha indotto un aumento 
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significativo del rilascio di VEGF rispetto al controllo. Per quanto riguarda il massimo 
trattamento, glucosio 75 mM, l’incremento indotto nel rilascio di VEGF è stato ancora maggiore 
e la differenza è già significativa sia rispetto al controllo 6mM, sia rispetto al 45 mM, dopo 2 gg 
di trattamento. Risultati simili sono stati ottenuti anche dal confronto a 6 gg e a 10 gg.    
 
4.2.2. Modello “stress ossidativo” 
Analisi dei livelli di espressione della caspasi 3 attiva tramite immunoistochimica 
 
Figura 30   Immunomarcatura per la caspasi 3 attiva in espianti di retina coltivati per 1, 3 o 
5 gg, in terreno privo di siero, in presenza di H2O2 1 µM (A, D e G), H2O2 10 µM (B, E e 
H) o H2O2 100 µM (C, F e I). Barra di calibrazione: 50 µm. 
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L’incubazione di espianti per 1, 3 o 5 gg in presenza di H2O2 ha determinato un aumento 
dell’immunomarcatura della caspasi 3 attiva, rilevata su sezioni trasversali. Tale incremento è 
funzione sia dell’innalzamento della concentrazione di H2O2, sia del protrarsi della coltura (Fig. 
30). L’analisi dei livelli medi di grigio in immagini di sezioni immunomarcate per la caspasi 3 
attiva ha confermato il quadro mostrato in figura 30. In particolare, dopo 1 gg di incubazione, 
l’immunomarcatura per la caspasi 3 attiva è risultata praticamente assente in presenza di H2O2 1 
µM, mentre è stata rilevata all’aumentare delle concentrazioni di H2O2, a 10 µM e 100 µM. La 
coltura protratta per 3 gg è stata associata ad un significativo aumento delle cellule marcate per la 
caspasi 3 attiva già con la minima concentrazione di H2O2 (1 µM), rispetto al trattamento 1 µM 1 
gg. L’incubazione con H2O2 10 µM o 100 µM non ha aggiunto ulteriore differenza e la marcatura 
è stata simile a quella degli espianti incubati con H2O2 1 µM. Dopo 5 gg di coltura l’incremento 
dell’immunomarcatura per la caspasi 3 attiva è risultato più accentuato (Fig. 31). 
 
Figura 31   Analisi quantitativa dei livelli medi di grigio in immagini di sezioni retiniche 
immunomarcate per la caspasi 3 attiva derivanti da espianti incubati per 1, 3 o 5 gg in 
presenza di H2O2 1 µM, 10 µM o 100 µM. *p< 0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (ANOVA) 





Doppia immunomarcatura caspasi 3 attiva – CD31: valutazione dell’apoptosi nei vasi 
L’analisi della doppia immunomarcatura con caspasi 3 attiva e CD31, in sezioni di espianti 
incubati in terreno contenente H2O2 100 µM, ha mostrato un aumento progressivo 
dell’interessamento delle cellule dei capillari retinici nei fenomeni apoptotici in corso, al crescere 
del tempo di incubazione (Fig. 32). 
 
Figura 32   Doppia immunomarcatura per caspasi 3 attiva e CD 31. Immagini di espianti 
incubati per 1, 3 o 5 gg con H2O2 100 µM marcati per caspasi 3 attiva (A, D e G) e CD 31 
(B, E e H). In C, F e I sono mostrate le sovrapposizioni delle immagini delle due 
immunomarcatura per ciascuna condizione; le frecce indicano i punti in cui le marcature di 
caspasi 3 attiva e CD 31 si sovrappongono. Per le abbreviazioni vedere “Abbreviazioni”. 




Nel dettaglio, dopo 1gg di incubazione in queste condizioni sperimentali si è osservata marcatura 
della caspasi 3 attiva in diversi elementi cellulari della retina; di questi, solo una piccola frazione 
è risultata marcata anche da CD31. A 3 gg, è aumentata l’entità della marcatura complessiva della 
caspasi 3 attiva ma, in particolare, è stato notato un considerevole incremento nel numero di 
elementi riconosciuti contemporaneamente da entrambi i marker immunoistochimici adoperati. 
Lo stesso andamento è stato confermato e accentuato negli espianti coltivati per 5 gg, dove una 
frazione considerevole delle cellule marcate dalla caspasi 3 attiva è risultata immunomarcata 
anche per CD31. 
Valutazione della quantità di citocromo c relativa e confronto con i livelli di mRNA del VEGF  
I livelli di citocromo c, misurati tramite Western blot, in espianti incubati per 5 gg in condizioni 
di controllo (6 mM, no H2O2), in presenza di H2O2 10 µM o di H2O2 100 µM hanno mostrato un 
andamento progressivo di aumento della morte cellulare al crescere della concentrazione di H2O2 
nel mezzo di coltura degli espianti (Fig. 33A).  
 
Figura 33   (A) Analisi quantitativa dei livelli di citocromo c in espianti di retina incubati 
per 5 gg in condizioni di controllo o in presenza di H2O2 10 o 100 µM (western blot). (B) 
Espressione dell’mRNA del VEGF misurato con RT-PCR. In entrambi i grafici i valori 
sono espressi come percentuali del controllo. *p<0.05, **p<0.01 rispetto al controllo. Gli 
istogrammi rappresentano la media ± SEM; n= 3. 
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In particolare, negli espianti trattati con H2O2 10 µM l’espressione di citocromo c è aumentata di 
circa il 50% e tale differenza è statisticamente significativa. Il massimo trattamento, H2O2 100 
µM, ha indotto un effetto ancora maggiore, dove la quantità di citocromo c è stata incrementata di 
circa 3 volte rispetto al controllo. L’espressione dell’mRNA del VEGF, analizzata negli stessi 
campioni tramite RT-PCR ha mostrato un andamento che correla positivamente con quello, 
appena descritto, del citocromo c, anche se sono presenti alcune variazioni (Fig. 33B). 
L’incubazione per 5 gg in terreno contenente H2O2 10 µM non sembra aver indotto variazioni 
nell’espressione dell’mRNA del VEGF, rilevato a livelli praticamente identici rispetto al 
controllo non trattato. L’innalzamento della concentrazione di H2O2 fino a 100 µM, ha 
comportato, invece, un aumento dei livelli dell’mRNA del VEGF pari a 2 volte quelli del 
controllo. Tale variazione è statisticamente significativa. 
 
Rilascio di VEGF  
Sono stati misurati i livelli di VEGF nei terreni di coltura in cui erano stati incubati espianti, 
rispettivamente per 1, 3 o 5 gg, in condizioni di controllo o in presenza di H2O2 10 µM 2 o100 µM 
(Fig. 34). 
 
Figura 34   Rilascio di VEGF nel terreno di coltura misurato con ELISA. Le differenze 
riscontrate non sono statisticamente significative a causa, probabilmente, dell’esiguo 
numero di campioni adoperati in ciascuna prova. Gli istogrammi rappresentano la media ± 
SEM; n=3.  
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 Nei terreni relativi ai trattamenti di durata pari ad 1 gg, i livelli di VEGF non sono variati tra 
controllo e trattamento intermedio (H2O2 10 µM) mentre sono aumentati, in maniera netta, 
seppure non significativa, nei terreni di espianti trattati con H2O2 100 µM. All’aumentare del 
tempo di incubazione, questo andamento non è stato più riscontrato; sia a 3 gg che a 5 gg, la 
quantità di VEGF nei terreni di espianti trattati con H2O2 (sia 10 µM che 100 µM) è risultata più 
bassa rispetto al controllo (1 gg, no H2O2). Per entrambi i tempi di coltura, è stato notato un 
leggero aumento, non significativo, passando dal trattamento con H2O2 10 µM a quello con H2O2 
100 µM. 
 
Analisi dell’immunomarcatura della recoverina 
La recoverina è un marcatore dei 
bastoncelli poiché si localizza nei soma di 
queste cellule. L’immunomarcatura tipica, 
in una sezione trasversale di retina è 
rappresentata dalla immunofluorescenza 
che interessa tutto lo spessore dell’ONL, 
creando uno strato densamente marcato, 
in maniera uniforme. Variazioni in questo 
dato possono essere dovute ad alterazioni 
nel numero di bastoncelli o ad una 
diminuzione intrinseca dell’espressione 
della recoverina stessa. La rilevazione 
immunoistochimica della Recoverina è 
stata effettuata in sezioni di espianti 
incubati per 1, 3 o 5 gg, in presenza di 
H2O2 1 µM o 100 µM (Fig. 35).  
Figura35 Immunomarcatura della 
Recoverina in espianti di retina coltivati 
per 1, 3 o 5 gg, in presenza di H2O2 1 
µM (A, C e E) o H2O2 100 µM (B, D e 
F). Barra di calibrazione: 50 µm.    
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Da questa analisi è emerso che, in seguito al trattamento per 1 gg con H2O2, ad entrambe le 
concentrazioni, la localizzazione della recoverina è simile a quella osservabile in retine non 
trattate. All’aumentare della durata dell’incubazione fino a 3 gg, invece, è stata osservata una 
netta diminuzione della fluorescenza, già nel trattamento con H2O2 1 µM. Non è stato evidenziato 
più uno strato interamente marcato, coincidente con l’ONL, bensì una marcatura molto meno 
diffusa che, in generale, si è presentata circoscritta a due “bande” alle estremità distale e 
prossimale dell’ONL. Un quadro simile è stato osservato anche dopo trattamento con H2O2 100 
µM. L’analisi su espianti coltivati per 5 gg ha mostrato un risultato simile, anche se si è potuta 
individuare una ulteriore riduzione dell’immunofluorescenza rispetto agli espianti incubati per 3 
gg. Dopo 5 gg, la marcatura è risultata circoscritta unicamente alle due bande di cui detto in 
precedenza, che sono diventate molto sottili, senza differenze apparenti tra i due trattamenti H2O2. 
 
4.3. Effetti della neuroprotezione 
4.3.1. Modello “alto glucosio” 
Analisi dei livelli di espressione di mRNA per caspasi 3 e VEGF in espianti trattati con OCT 
L’espressione dell’mRNA del VEGF e della caspasi 3 è stata valutata in espianti retinici coltivati 
in condizioni di controllo o in presenza di alto glucosio (45 mM) e trattati con OCT, al fine di 
analizzare l’effetto della neuroprotezione ottenuta mediante la somministrazione di quest’ultima. 
Espianti di retina incubati con alto glucosio per 2 gg (Fig. 36A) hanno mostrato una tendenza 
all’aumento dell’espressione del VEGF, sebbene non significativa. Tale tendenza è stata inibita 
dalla somministrazione di OCT 1 µM. Allo stesso tempo, è stato osservato un significativo 
incremento dell’espressione della caspasi 3 negli espianti trattati con alto glucosio; questo 
incremento è stato inibito significativamente dalla somministrazione di OCT 1 µM. Dopo 6 gg di 
incubazione (Fig. 36B), i livelli dell’mRNA, sia del VEGF che della caspasi 3, sono stati 
fortemente aumentati negli espianti coltivati con glucosio 45 mM ed entrambi gli incrementi sono 







Figura 36   Effetto della neuroprotezione ottenuta con OCT 1 µM sui livelli dell’mRNA 
della caspasi 3 (marker di morte cellulare per apoptosi) e dell’mRNA del VEGF dopo 2 gg 
(A) e 6 gg (B) di incubazione con alto glucosio. p* p<0.05, p*** p<0.001 (ANOVA) 
rispetto al controllo (6 mM GLU); § p<0.05, §§§ p<0.001 rispetto a 45 mM GLU. Gli 
istogrammi rappresentano la media ± SEM; n=3.   
 
 
4.3.2. Modello “stress ossidativo”  
Valutazione della quantità relativa di citocromo c in espianti incubati in presenza di VEGF-trap 
e di controllo 
È stato analizzato l’andamento dei livelli di citocromo c, misurati tramite Western blot, in 
espianti coltivati in condizioni di controllo (6 mM, no H2O2) o in presenza di H2O2 10 µM ed è 
stato valutato l’effetto, in quest’ultima condizione, della somministrazione di una VEGF-trap 
(Fig.37). Come già riportato in precedenza, il trattamento, per 5 gg, con H2O2 10 µM ha indotto 
un aumento dei livelli di citocromo c di circa il 50%. La somministrazione VEGF-trap ad espianti 
incubati in presenza di H2O2 10 µM, ha determinato un ulteriore incremento dell’espressione di 
citocromo c. Tali differenze non hanno raggiunto la significatività, a causa probabilmente 







Figura 37   Effetto della VEGF-trap sull’apoptosi indotta dall’incubazione per 5 gg in 
presenza di H2O2 10 µM e analizzata tramite western blot per il citocromo c. VT, VEGF-















5. Discussione  
Nel lavoro sperimentale illustrato, è stata descritta la messa a punto di un modello ex vivo in 
condizioni iperglicemiche o di stress ossidativo, nella retina di topo, con l’obbiettivo di 
adoperare tale sistema per indagare la possibilità della neuroprotezione come strategia 
terapeutica nel trattamento della DR.  È noto che l’iperglicemia è il fattore iniziale scatenante la 
patogenesi della DR, poiché l’esposizione della retina a concentrazioni di glucosio superiori a 
quelle fisiologiche costituisce uno stimolo necessario e sufficiente ad innescare le risposte 
cellulari tipiche della malattia. Di conseguenza, un modello ex vivo in cui espianti organotipici 
sono incubati in presenza di alto glucosio offre una piattaforma per indagare, a livello di ricerca 
di base, gli eventi che contraddistinguono le fasi iniziali della DR.  
 
 
5.1. Definizione e validazione del modello sperimentale ex vivo 
 
Il punto di partenza delle indagini svolte è stato rappresentato dalla scelta dell’approccio 
sperimentale e dalla successiva definizione e validazione del modello. 
In generale, l’utilizzo di un modello ex vivo è sostenuto da alcune considerazioni; per prima cosa 
esso si configura come un anello di congiunzione ideale tra sistemi in vitro ed in vivo poiché è in 
grado di mediare i vantaggi e le criticità di ciascuno di essi (Zhang et al., 2002). Infatti, il 
modello in vitro è limitato nel punto in cui offre la possibilità di indagare un processo solo 
isolatamente nel singolo elemento cellulare; quello in vivo, invece, è vincolato alla complessità 
tipica dell’organismo considerato nell’insieme che rende spesso difficile l’interpretazione dei 
risultati, quantomeno nell’ottica di una ricerca di base. 
La coltura organotipica ex vivo consente di analizzare un fenomeno nell’ambito della retina 
espiantata e coltivata fuori dall’organismo, eludendo la complessità di quest’ultimo ma, allo 
stesso tempo, mantenendo integre le interazioni alla base del funzionamento dell’organo 
(Johnson and Martin, 2008). Inoltre, a differenza di altri tessuti per i quali la coltura organotipica 
richiede la realizzazione di “fettine”, la struttura sottile della retina permette l’incubazione 
dell’organo intatto. Recentemente diversi studi hanno utilizzato questa metodica rivolgendo, per 
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prima cosa, l’attenzione alla validazione del sistema. È stato dimostrato che la retina in coltura 
preserva l’organizzazione classica degli strati retinici e l’architettura nel complesso, per diverse 
settimane (Caffe et al., 1989, Caffe et al., 2001, Johnson and Martin, 2008). Inoltre, lo sviluppo 
dei vari tipi neuronali avviene come nella controparte in vivo e, allo stesso tempo, anche il 
processo di formazione della rete vascolare nella retina espiantata da topi neonati mima 
fedelmente quanto accade nell’animale vivente (Curatola et al., 2005). In aggiunta, in prospettiva 
dell’impiego di modelli ex vivo nello studio dei processi patologici della retina, è stato mostrato 
che i fenomeni degenerativi in coltura hanno luogo in una maniera comparabile, per modalità e 
tempi, a quanto accade nell’occhio in vivo (Caffè et al., 2001). 
Basandosi sull’insieme di queste evidenze preliminari, i modelli ex vivo di retina sono stati 
impiegati, ad esempio, per studiare lo sviluppo e il differenziamento della retina in diverse 
condizioni (Caffe et al., 1993, Feigenspan et al., 1993, Rowe-Rendleman et al., 1996, Germer et 
al., 1997, Engelsberg et al., 2004, Pinzon-Duarte et al., 2004, Zelina et al., 2005, Beier et al., 
2006), per indagare i processi patologici alla base di malattie neurodegenerative (Ogilvie et al., 
1999, Ogilvie et al., 2000, Katsuki et al., 2004, Pinzon-Duarte et al., 2004, Cossenza et al., 2006, 
Hartani et al., 2006, Xin et al., 2007, Liljekvist-Soltic et al., 2008), per esaminare il ruolo di 
diversi fattori di crescita (Curatola et al., 2005, Delyfer et al., 2005, Franke et al., 2006, 
Murakami et al., 2006, Rezzola et al., 2013) e per testare sostanze ad azione terapeutica (Katsuki 
et al., 2004, Cossenza et al., 2006, DeNiro et al., 2009, Unoki et al., 2010). In quest’ottica e 
nell’ambito specifico delle tematiche trattate nel presente lavoro si può far riferimento all’utilizzo 
di un modello di ischemia retinica ex vivo attraverso il quale è stato dimostrato il ruolo di OCT 
nell’inibire la produzione ed il rilascio di VEGF da parte della retina e, di conseguenza, limitare 
lo stimolo pro-angiogenico indotto dall’ipossia (Mei et al., 2012). In generale, l’insieme dei 
lavori citati indicano che la ricerca rivolta a molti degli aspetti connessi allo sviluppo, alla 
fisiologia e alla patologia retinica ha tratto vantaggio dall’introduzione dell’analisi ex vivo (Zhang 
et al., 2002, Kaempf et al., 2008).    
Tuttavia, nonostante la coltura organotipica ex vivo di retina sia un valido approccio, ad oggi sono 
riportati solo pochi casi in letteratura in cui tali metodologie sperimentali sono adoperate per lo 
studio di fenomeni connessi alla DR. Tra i lavori realizzati, la maggior parte sono indirizzati 
all’analisi degli effetti dell’alto glucosio per ciò che riguarda la stimolazione dello “sprouting” 
vascolare (Aranda et al., 2012); sono stati studiati anche l’induzione mediata dall’iperglicemia di 
molecole facenti parte dei sistemi antiossidanti della cellula, compreso il meccanismo attraverso 
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cui ciò avviene (He et al., 2013), e l’effetto dell’alto glucosio sulla rigenerazione dei neuriti in 
coltura (Oshitari et al., 2010).  
Il lavoro di tesi svolto si è basato su questi presupposti e si è posto l’obbiettivo di estendere 
l’utilizzo di tale sistema all’indagine di aspetti ulteriori nell’ambito degli effetti dell’iperglicemia 
sulla retina, in primo luogo l’apoptosi e la risposta associata al VEGF, con l’obbiettivo di 
dimostrare la correlazione tra di esse. 
Per prima cosa, un modello ex vivo che sia efficiente deve offrire un sistema di coltura in cui gli 
espianti, in assenza di trattamenti, si mantengano in uno stato ideale e siano preservate le 
caratteristiche sia biochimiche che strutturali (Caffè et al., 2001). Nelle prove eseguite questo 
obbiettivo è stato assolto tramite impiego, in esperimenti successivi, di due sistemi di coltura 
diversi, al fine di incrementare la sopravvivenza e la qualità degli espianti. È noto che le due 
variabili da cui spesso dipende l’esito dell’incubazione sono rappresentate dal tipo di supporto 
tissutale e dalla composizione del mezzo di coltura (Zhang et al., 2002).  
La coltura su vetrini poli-lisinati, primo approccio sperimentale adoperato, è ampiamente diffusa 
per colture cellulari poiché il trattamento con poli-lisina favorisce l’adesione delle cellule al 
substrato (Freshney, 2010). In letteratura sono descritti pochi casi di impiego della poli-
lisinazione nella coltura di espianti ex vivo. Questi, però, riportano esiti positivi per ciò che 
concerne il mantenimento del tessuto in coltura, come indicato della preservazione della struttura 
retinica e delle caratteristiche neurochimiche e morfologiche delle diverse popolazioni neuronali 
(Xin et al., 2007).   
Nell’ambito del lavoro svolto, la coltura di frammenti su vetrini poli-lisinati ha fornito alcuni 
risultati preliminari interessanti; l’analisi della morte cellulare, basata sull’assorbimento di PI, ha 
indicato l’esistenza di una relazione tra aumento della concentrazione di glucosio nel terreno di 
coltura e riduzione della vitalità degli espianti. Il principio su cui si basa l’utilizzo di tale tecnica 
è dato dal fatto che PI è un intercalante del DNA, che si lega in maniera stechiometrica all’acido 
nucleico ed emette fluorescenza nel rosso. Solo le cellule morte, in cui il colorante ha accesso 
all’interno della cellula, risultano marcate per cui è possibile utilizzare l’intensità della 
fluorescenza emessa come indice del grado di morte cellulare in ciascun frammento. In letteratura 
è ampiamente descritto l’utilizzo di questo sistema per la rilevazione di apoptosi in colture 
cellulari; sono riportati anche alcuni casi in cui esso è adoperato per saggiare la vitalità di espianti 
in colture tissutali (Echevarria et al., 2001, Bauer et al., 2006, Johnson and Martin, 2008, Runge 
et al., 2012).   
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I risultati ottenuti indicano che l’alto glucosio, anche negli espianti ex vivo, è efficace nel 
procurare un danno alla retina che si esplica come diminuzione della vitalità.  
Tuttavia, la coltura di espianti retinici su vetrini polilisinati si è rivelato un sistema il cui utilizzo 
è fortemente limitato dalla scarsa resistenza dei frammenti incubati, in tali condizioni 
sperimentali, che si è visto non essere superiore a 3 giorni. Dopo tale tempo, infatti, subentrano 
alterazioni nella struttura e nella morfologia retinica, associate a degenerazione del tessuto.   
Per sopperire a questo deficit, i vetrini poli-lisinati sono stati sostituiti con inserti microporosi 
(Millicell-CM). I frammenti di retina sono adagiati su una membrana e si trovano all’interfaccia 
con l’aria ma, allo stesso tempo, sono a contatto con il terreno sia inferiormente che 
superiormente; tale situazione garantisce un migliore scambio tra tessuto e mezzo nutritivo. 
L’adozione di questo supporto di coltura è suggerito anche dalla letteratura, in cui, molti dei 
lavori che trattano della realizzazione di espianti ex vivo di retina, a scopi vari, indicano questo 
come il sistema preferenziale per ottimizzare, prima di tutto, il mantenimento del tessuto (Eichler 
et al., 2001, Johnson and Martin, 2008, He et al., 2013). 
La modifica descritta, unita all’adozione di un terreno di coltura con formulazione più completa 
(comprendente MEM, soluzione salina Hanks, l-glutammina, Amfotericina B e 
penicillina/streptomicina) che, in principio, prevedeva anche una percentuale di siero, ha 
apportato un primo miglioramento alla qualità degli espianti in coltura, evitando la degenerazione 
molto precoce. Tuttavia è stato mostrato il perpetuarsi di segni di sofferenza tissutale dovuta alla 
coltura e indicati dall’aumento dell’espressione della GFAP, anche in condizioni di controllo. È 
noto, infatti che il livello di espressione della GFAP è un indice per rilevare la presenza o meno 
di attivazione gliale che si realizza nel momento in cui cellule di Müller e astrociti rispondono 
alla presenza di insulti nocivi (Middeldorp and Hol, 2011, Bringmann and Wiedemann, 2012, 
Hol and Pekny, 2015). La reazione della glia è connessa ad alterazione dell’omeostasi e della 
sopravvivenza del tessuto.  
La rilevazione di uno stato di sofferenza anche in condizioni di controllo non permette di mettere 
in luce chiaramente l’effetto, comunque presente, dovuto al trattamento iperglicemico. Tale 
sistema, quindi, si è rivelato non essere adatto all’impiego nelle successive valutazioni. 
Diverso risultato è stato, invece, ottenuto mediante rimozione del siero dalla formula del terreno.  
Abbiamo mostrato che espianti retinici incubati in assenza di siero si preservano vitali e non 
mostrano segni di sofferenza fino a 10 gg di incubazione; il dato è emerso ancora dall’analisi 
dell’espressione della GFAP. Qui, la marcatura di questa proteina tipica delle cellule di Müller e 
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degli astrociti è confinata alle loro terminazioni espanse a livello del GCL ed è in linea con quella 
che in letteratura è riportata come la situazione basale in assenza di fattori che inducano gliosi 
(Bringmann et al., 2006). Del resto, l’adozione di un mezzo di coltura privo di siero per la 
realizzazione di colture retiniche, in vitro ed ex vivo, è descritta in diversi casi in letteratura 
(Caffe et al., 2001, Zhang et al., 2002, Johnson and Martin, 2008); è stato riportato che 
l’incubazione in terreno contenente siero ha un effetto stimolante l’attivazione gliale e, allo stesso 
tempo, accelera la degenerazione delle cellule neuronali. In assenza di siero, invece, è 
incrementata la sopravvivenza dei neuroni in coltura (Brewer, 1997, Zhang et al., 2002, Harrill et 
al., 2015). Inoltre, un aspetto ulteriore a sostegno della rimozione del siero dalla composizione 
del terreno è rappresentato dal fatto che questo, essendo una miscela di un numero imprecisato di 
componenti (proteine, polipeptidi, lipidi e altre molecole organiche e inorganiche) presenti in 
quantità non sempre identiche, può introdurre una variabilità che ostacola l’analisi dei risultati 
dell’esperimento svolto (Caffè et al., 2001).     
In definitiva, attraverso la serie di prove e di modifiche descritte è stato impostato un sistema di 
coltura organotipica che costituisce una piattaforma valida per lo studio dei fenomeni implicati 
nella DR. Il trattamento con alto glucosio o con H2O2 permette di riprodurre il danno iniziale 
associato alla malattia; nel contesto della retina isolata, così come in vivo, esso si manifesta, in 
particolar modo, come aumento della morte cellulare per apoptosi e incremento 
dell’espressione/produzione e rilascio di VEGF (Qaum et al., 2001, Kern and Barber, 2008, 
Barber et al., 2011, Gaspar et al., 2013). Come detto sopra, l’associazione tra alto glucosio e 
diminuzione di vitalità degli espianti è emersa già dalla prova preliminare eseguita sui vetrini 
poli-lisinati ed è stata ulteriormente suggerita dall’aumento indotto dall’alto glucosio 
dell’espressione della GFAP, in presenza di siero. Di seguito, il lavoro svolto ha avuto 
l’obbiettivo di confermare quanto visto in queste prime prove, realizzate nell’ambito della 
validazione del modello, e di mostrare la correlazione tra morte cellulare ed 
espressione/produzione o rilascio di VEGF, al fine di sostenere l’ipotesi per cui esisterebbe uno 
stretto legame causale tra eventi che riguardano i neuroni (apoptosi) e i successivi cambiamenti 





5.2. Relazione tra morte cellulare ed espressione/ rilascio di VEGF  
 
5.2.1. L’alto glucosio e lo stress ossidativo promuovono l’apoptosi negli espianti 
retinici ex vivo 
 
L’iperglicemia, tramite l’attivazione delle vie biochimiche descritte sopra (vedi paragrafo 1.2.2. 
Patogenesi della DR) è in grado di innescare le segnalazioni cellulari che conducono alla apoptosi 
sia di cellule dei vasi sia, in particolar modo, di neuroni retinici (Martin et al., 2004, Santiago et 
al., 2007, Kern and Barber, 2008, Barber et al., 2011, Gaspar et al., 2013, Jindal, 2014). 
Nel presente studio, abbiamo dimostrato che l’incubazione di espianti di retina in un mezzo 
contenente alto glucosio determina un precoce aumento della morte cellulare per apoptosi, 
rispetto al controllo, indicato dall’analisi dei livelli di citocromo c, noto marker della via 
intrinseca di morte programmata. Il dato è stato confermato dall’immunolocalizzazione della 
forma attiva della caspasi 3, ovvero la proteasi esecutrice crocevia delle vie apoptotiche, su 
sezioni dei frammenti. L’utilizzo della rilevazione della caspasi 3 come indicatore di processo 
apoptotico in corso è ampiamente riportato in letteratura, compreso nell’analisi della morte di 
cellule retiniche indotta dal diabete (Martin et al., 2004, Barber et al., 2005, Oshitari et al., 2008, 
Yang et al., 2013).  
A tal proposito, quanto visto è in linea con i dati citati; il trattamento con alto glucosio determina 
una aumento del numero di elementi cellulari in cui la caspasi 3 è rilevata, rispetto al controllo, e 
l’andamento riscontrato è emerso essere in funzione sia dell’incremento della concentrazione di 
glucosio nel mezzo, sia della durata dell’incubazione. Il massimo effetto è riportato dopo 10 gg di 
trattamento alla più alta concentrazione di glucosio saggiata (75 mM), suggerendo che, anche nel 
modello ex vivo, il danno indotto dall’iperglicemia è aggravato della persistenza dell’insulto 
nocivo a carico delle cellule retiniche. Del resto il diabete è una malattia cronica e le ripercussioni 
sui vari organi, quali l’insorgenza della DR, spesso richiedono tempi piuttosto lunghi per 
manifestarsi.  
Nell’induzione dell’apoptosi nella DR è noto il ruolo particolarmente rilevante dello stress 
ossidativo e dell’incremento della produzione di AGE, associati ad effetto letale in molti tipi 
cellulari della retina, in particolar modo nei neuroni (Lecleire-Collet et al., 2005, Kassab and 
Piwowar, 2012). A conferma di questa evenienza, si è dimostrato sperimentalmente che la 
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risposta determinata dall’incubazione di espianti retinici ex vivo in presenza di concentrazioni 
crescenti di H2O2 presenta un andamento, in termini di morte cellulare per apoptosi, paragonabile 
a quello visto con l’esposizione a concentrazioni crescenti di glucosio. L’utilizzo dell’esposizione 
a H2O2 è accettato come sistema per mimare sperimentalmente una condizione di stress 
ossidativo, anche nella retina, ed è riportato in diversi casi in letteratura (Koriyama et al., 2009, 
Zhou et al., 2014, Chen et al., 2015). Inoltre è stato dimostrato che i livelli di H2O2, nello 
specifico, sono aumentati nella retina diabetica (Gough and Cotter, 2011, Kassab and Piwowar, 
2012). Il trattamento di espianti con H2O2 costituisce, quindi, un sistema per isolare un aspetto 
cruciale nella patogenesi della DR, ovvero l’aumento dello stress ossidativo, ed indagarlo in 
maniera più diretta.  
Per quanto riguarda la comprensione dei dettagli del processo delineato, è noto che la morte 
cellulare neuronale è un evento che precede, temporalmente, l’apoptosi degli elementi vascolari 
e, inoltre, assume proporzioni più ampie, posto il fatto che il tessuto nervoso costituisce il 95% 
della retina e che i neuroni sono particolarmente sensibili all’apoptosi indotta dall’insulto 
iperglicemico (Barber et al., 2011). Le prove eseguite vanno a supporto di questa teoria e 
indicano che, nel modello proposto, la morte cellulare programmata indotta dallo stress 
ossidativo interessa per prime cellule non vascolari, in maggioranza, quindi, presumibilmente, 
appartenenti alla componente nervosa della retina. Questo dato è emerso dall’analisi di una 
doppia-marcatura immunofluorescente di sezioni dei frammenti trattati, utilizzando un marker di 
cellule endoteliali, CD31, contemporaneamente alla caspasi 3 attiva. Il perpetuarsi del 
trattamento incrementa progressivamente l’entità totale del fenomeno apoptotico e, allo stesso 
tempo, induce anche un aumento nell’interessamento dei vasi, seppure sono ancora rilevati 
diversi elementi marcati dalla caspasi 3 oltre quelli indicati anche da CD31. 
Per confermare che la componente nervosa della retina è danneggiata direttamente dalle risposte 
indotte dallo stress ossidativo, e che questo è un evento precoce, è stata valutata l’espressione 
della recoverina, marcatore dei fotorecettori, nello specifico dei bastoncelli, tramite 
immunoistochimica. Infatti, in situazioni normali questa proteina è presente a livello dei corpi 
cellulari di queste cellule e l’immunomarcatura tipica è rappresentata da uno spesso strato 
fluorescente che coincide con l’ONL. È stato visto che il trattamento con H2O2 induce un effetto, 
in termini di riduzione della marcatura, dipendente dal protrarsi della permanenza degli espianti 
in condizioni ossidanti piuttosto che dall’aumento delle concentrazioni di H2O2; è probabile che, 
trascorsi 3 gg, anche l’effetto cumulato del trattamento più blando sia stato sufficiente a 
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determinare un danno ai fotorecettori, che si ripercuote sul “metabolismo” della recoverina. Le 
variazioni individuate potrebbero essere imputate a diminuzione del numero di cellule nell’ONL 
o ad alterazioni nell’espressione della recoverina stessa, anche se il meccanismo non è stato 
indagato ulteriormente. 
In sintesi, pur non potendo definire con precisione il destino di ciascuna popolazione neuronale in 
presenza di insulto iperglicemico, o direttamente di stress ossidativo, le prove effettuate 
suggeriscono, in forma preliminare, che la neuroretina è effettivamente coinvolta nei 
cambiamenti precoci indotti dall’alto glucosio e che l’apoptosi rilevata coinvolge, almeno in 
parte, i neuroni. Ulteriori prove saranno necessarie per delineare gli effetti dell’alto glucosio 
nell’ambito specifico di ogni tipo neuronale della retina, posto che ciascuno assolve una precisa 
funzione nella fisiologia dell’organo e che la suscettibilità all’insulto iperglicemico è nota essere 
diversa. 
Infine, a riguardo ancora degli effetti indotti, in generale, sulla componente nervosa della retina 
va sottolineato che gli esperimenti realizzati, e descritti, non sono stati in grado di riprodurre il 
danno associato alle cellule gliali, in special modo alle cellule di Müller. In letteratura è 
ampiamente descritto che l’iperglicemia danneggia anche questi elementi e che tale effetto è 
indicato, principalmente, dalla sovraespressione della GFAP, come descritto in precedenza, quale 
marker generico di attivazione gliale e di sofferenza tissutale (Fletcher et al., 2010, Middeldorp 
and Hol, 2011, Bringmann and Wiedemann, 2012). L’analisi sia di retine umane post-mortem, sia 
di retine ottenute da modelli diabetici in vivo conferma questo dato (Lieth et al., 1998, Barber, 
2003, Szabadfi et al., 2014a). La valutazione dell’espressione della GFAP in espianti incubati su 
inserti microporosi in assenza di siero non mostra questo incremento indotto né dall’alto glucosio 
né dallo stress ossidativo. Tale risultato inatteso è ancora oggetto di studio ma potrebbe essere 
motivato considerando che la manifestazione della sovraespressione di GFAP potrebbe richiedere 
un tempo maggiore di quello indagato. E’ riportato infatti che, in modelli in vivo, l’attivazione 
gliale si osserva a partire da 3 settimane dall’induzione del diabete e che questo processo è 
incentivato dal protrarsi dell’iperglicemia (Szabadfi et al., 2014a). Nell’ambito dei cambiamenti 
precoci in espianti retinici caratterizzati da apoptosi neuronale, questa è descritta precedere la 
sovraregolazione di GFAP e la risposta gliale (Taylor et al., 2014). Infine, il fatto che, in presenza 
di siero, è possibile notare un incremento nell’espressione della GFAP, rispetto al controllo 
normoglicemico, sarebbe spiegabile considerando che, in queste condizioni, l’effetto cumulato 
indotto dal siero e dalla stimolazione con alto glucosio è sufficiente per generare uno stato di 
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sofferenza nel tessuto retinico tale da innescare la risposta delle cellule gliali. Al contrario, il solo 
insulto iperglicemico, anche se protratto per 10 gg, o la permanenza in condizioni ossidanti per 5 
gg non sarebbero sufficienti per determinare la stessa attivazione. Che l’incubazione di espianti 
retinici in presenza di siero porti, dopo un certo tempo, alla sovraespressione di GFAP, è riportato 
in letteratura (Szabadfi et al., 2014a, Taylor et al., 2014). 
 
 
5.2.2. L’alto glucosio e lo stress ossidativo alterano il metabolismo del VEGF 
negli espianti retinici ex vivo 
 
I risultati ottenuti, riguardanti l’induzione dell’apoptosi da parte dell’alto glucosio, o direttamente 
dello stress ossidativo, sono stati affiancati all’analisi della risposta in termini di variazioni 
dell’espressione/rilascio del VEGF, nelle stesse condizioni sperimentali. In letteratura è riportato 
che il diabete è associato ad aumento dei livelli di VEGF nel liquido vitreale (Aiello et al., 1994, 
Caldwell et al., 2003, Abcouwer and Gardner, 2014); inoltre, in modelli in vivo ed in vitro, la 
stimolazione iperglicemica o con alto glucosio produce un rapido incremento di questo fattore di 
crescita, che è stato analizzato a tutti i livelli, dall’aumento della trascrizione genica fino al 
rilascio (De Almodovar et al., 2009). Gli esperimenti svolti per questa tesi confermano che il 
trattamento degli espianti retinici con alto glucosio determina un aumento dei livelli di VEGF 
misurati nel terreno di coltura e che tale effetto è proporzionale alla concentrazione di glucosio. 
Inoltre, come descritto per quanto riguarda l’indagine della morte cellulare, l’effetto diretto dello 
stress ossidativo causa una risposta analoga; anche in questo caso è stato visto che l’aumento 
della concentrazione di H2O2 è associato ad un incremento nei livelli di espressione dell’mRNA 
del VEGF.  
 
 
5.2.3. L’apoptosi e i livelli di VEGF indotti da alto glucosio e stress ossidativo 
mostrano correlazione positiva 
 
La conduzione dell’analisi della morte cellulare e delle dinamiche del VEGF ha indicato che 
queste risposte si evolvono in maniera parallela. Sia nel caso del trattamento iperglicemico, sia 
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direttamente in presenza di stress ossidativo, l’andamento riscontrato nell’espressione/rilascio del 
VEGF correla positivamente con i dati riguardanti la morte cellulare. La manifestazione 
concomitante delle due risposte in entrambi i casi permette di sostenere l’ipotesi secondo cui la 
sofferenza cellulare, che sfocia poi nell’induzione di apoptosi, innesca una risposta “protettiva” 
promossa dall’aumento del VEGF. Sebbene l’esatta natura delle cellule che vanno incontro a 
morte nel modello proposto non sia stata chiarita approfonditamente, i dati iniziali raccolti circa il 
coinvolgimento dei neuroni trovano riscontro nei risultati provenienti da studi pubblicati circa la 
precedenza dell’apoptosi neuronale rispetto a quella vascolare (Carrasco et al., 2007, Kern and 
Barber, 2008, Barber et al., 2011).  A completare il quadro, diverse evidenze riportate in 
letteratura indicano che la componente nervosa della retina, neuroni e cellule gliali, rispondono a 
diversi insulti nocivi tramite stimolazione della produzione del VEGF (Nishijima et al., 2007, Bai 
et al., 2009, Cervia et al., 2012, Cervia and Casini, 2013, Rodrigues et al., 2013, D'Alessandro et 
al., 2014). Nello specifico è noto che anche la stimolazione con alto glucosio o l’incubazione di 
cellule in condizioni ossidanti determina un aumento dell’espressione e del rilascio di VEGF (Hu 
et al., 2013). 
Le evidenze della realizzazione di questa risposta sono state, finora, associate primariamente al 
ruolo del VEGF, a lungo termine, nella promozione della neoangiogenesi che è parte integrante 
delle fasi finali di sviluppo della DR. Nonostante ciò, l’innalzamento dei livelli di VEGF è noto 
essere un cambiamento precoce, come ribadito sperimentalmente anche nel lavoro svolto. In 
queste prime fasi della malattia il rilascio osservato di questo fattore sembra assolvere 
primariamente alla funzione di “richiesta d’aiuto” immediato inviata dai neuroni in sofferenza 
piuttosto che alla promozione della neovascolarizzazione. È plausibile, quindi, che in questo 
contesto il VEGF abbia un’azione a breve termine esplicata in parte tramite stimolazione ancora 
delle cellule endoteliali, inducendo aumento della permeabilità vascolare, che ha poi risvolti 
deleteri, ma in parte anche tramite azione diretta sui neuroni. Infatti, come discusso nei paragrafi 
successivi, l’ipotesi del ruolo del VEGF come sostanza ad azione neuroprotettiva sembra poter 
essere implicata nella protezione dei neuroni anche dal danno indotto precocemente nella DR. 
Secondo l’ipotesi delineata, per cui l’effetto riguardante la produzione di VEGF è una 
conseguenza dello stato di sofferenza indotto dall’iperglicemia, primariamente sui neuroni, 
l’impiego di sostanze con azione neuroprotettiva dovrebbe essere efficace nell’inibire/diminuire 
l’incremento del VEGF attraverso la riduzione della sofferenza neuronale. Tale evenienza è stata 
indagata, ancora a livello iniziale, nella parte finale del lavoro svolto. 
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 5.3. Effetto della neuroprotezione 
 
5.3.1. La neuroprotezione promossa da OCT è efficace nel ridurre sia l’apoptosi 
sia l’espressione del VEGF indotta dall’alto glucosio  
 
Il potenziale neuroprotettivo dell’OCT, analogo sintetico della SST specifico per il recettore sst2, 
è ampiamente descritto in letteratura. La somministrazione di OCT riduce l’entità della morte 
cellulare indotta dall’ischemia nella retina (Casini et al., 2005, Mastrodimou et al., 2005, Cervia 
et al., 2008a, Cervia et al., 2012, Cervia and Casini, 2013, D'Alessandro et al., 2014) e, allo stesso 
tempo, il rilascio o l’espressione di VEGF da parte dei neuroni in sofferenza (Cervia et al., 2012, 
D'Alessandro et al., 2014); tale effetto sarebbe ottenuto grazie alla protezione dei neuroni dal 
danno eccitotossico, tramite riduzione del rilascio di glutammato. Lo stesso meccanismo di 
azione è stato visto essere alla base anche dell’azione protettiva della SST nel contesto della DR, 
in quanto il trattamento topico con SST o OCT previene la neurodegenerazione in un modello di 
ratto diabetico (Krassas et al., 2007, Hernandez et al., 2014). A sottolineare il contributo della 
SST, fisiologicamente presente nella retina, nel mantenimento di una condizione omeostatica tra 
stimoli pro- e anti-apoptotici, diversi studi hanno dimostrato che la neurodegenerazione nella DR 
è associata a riduzione dei livelli del neuropeptide nella retina (Mastrodimou et al., 2005, 
Carrasco et al., 2007). A tal proposito, la somministrazione esogena della SST stessa, o di 
analoghi quali OCT si configura come una strategia dal potenziale interessante nell’ambito del 
trattamento precoce della malattia.  
Nel lavoro svolto, OCT è stata impiegata, proprio a fronte della sua azione protettiva sulle cellule 
neuronali, per provare che la neuroprotezione è efficace anche nell’inibire gli aumenti del VEGF. 
La protezione dei neuroni dalla morte causata dallo stress iperglicemico è indicata, anche in 
questo caso, dalla valutazione dei livelli di espressione della caspasi 3. I risultati sono in linea con 
quanto riportato in letteratura e ipotizzato nel presente lavoro; è stato visto che il trattamento con 
OCT riduce gli aumenti dell’espressione dell’mRNA sia della caspasi 3 che del VEGF indotti dal 
alto glucosio. Questo risultato iniziale non permette ancora di dimostrare con certezza che 
l’apoptosi rilevata sia a carico delle cellule neuronali, né che il miglioramento della risposta 
riguardante il VEGF sia secondario e mediato dalla protezione dei neuroni stessi da parte del 
peptide; tuttavia, il fatto che l’azione neuroprotettiva dell’OCT sia indubbia, unito alla 
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concomitanza riportata dei due effetti permette, quantomeno, di sostenere questa ipotesi circa il 
meccanismo attraverso il quale si realizza il collegamento tra di essi.   
Ulteriori prove a riguardo, con l’introduzione anche di altre molecole ad azione neuroprotettiva, 
quali il neuropeptide PACAP o le neurotrofine BDNF o NGF, potrebbero fornire dati a sostegno 
della validità di questa opzione terapeutica che attrae sempre più attenzione visto l’avanzamento 
delle conoscenze circa la successione temporale e la relazione causale tra neurodegenerazione e 
cambiamenti vascolari (Hernandez and Simo, 2012, Zhang et al., 2013, Abcouwer and Gardner, 
2014, Ola and Alhomida, 2014, Verbraak, 2014).      
 
 
5.3.2. Il blocco del VEGF causa un aumento dell’apoptosi indotta dallo stress 
ossidativo, ipotesi del suo ruolo come neuroprotettore 
 
Come descritto in precedenza, negli ultimi anni sta emergendo come il VEGF, oltre alla ben nota 
azione mitogena e stimolante sulle cellule endoteliali, agisca anche come fattore trofico sui 
neuroni. Il potenziale neuroprotettivo del VEGF è stato dimostrato in molte porzioni del SNC, 
compresa la retina (Jin et al., 2000, Veves and King, 2001, Saint-Geniez et al., 2008, Mackenzie 
and Ruhrberg, 2012). È stato visto infatti che l’esposizione al fattore comporta una riduzione 
dose-dipendente dell’apoptosi dei neuroni sia in vitro, indotta da ischemia o eccitotossicità da 
glutammato, sia in un modello di ischemia-riperfusione in vivo (Nishijima et al., 2007, Tolosa et 
al., 2008, Mackenzie and Ruhrberg, 2012). Tale effetto è dovuto all’attivazione, in seguito 
all’interazione VEGF-VEGFR2, di vie intracellulari di sopravvivenza che esercitano un effetto 
anti-apoptotico (Jin et al., 2000, Gomes et al., 2007, Foxton et al., 2013). 
L’indicazione per cui cellule nervose retiniche, neuroni e cellule di Müller in condizioni 
iperglicemiche rispondono tempestivamente aumentando l’espressione ed il rilascio di VEGF 
permette di ipotizzare che la funzione a breve termine di questa induzione sia proprio quella di 
agire per via autocrina sugli stessi neuroni, nel tentativo di combattere le segnalazioni pro-
apoptotiche in atto (Sapieha et al., 2008, Wang et al., 2010, Kern, 2014). I dati ottenuti 
nell’ambito di una prova preliminare nel lavoro svolto sembrano validare questa ipotesi. Si è 
visto che il blocco del VEGF, tramite utilizzo di una trappola (VEGF-trap), costituita da una 
proteina di fusione tra la porzione di binding dei recettori VEGFR1/2 e un frammento Fc, contro 
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il fattore di crescita, determina aumento dell’apoptosi in espianti in condizioni di stress 
ossidativo. L’inibizione della funzione del VGEF comporta la perdita di questo contributo 
protettivo e si ripercuote negativamente sull’apoptosi, che aumenta. 
Questo risultato trova conferma in alcuni lavori presenti in letteratura; è stato dimostrato che la 
neutralizzazione del VEGF, ottenuta tramite somministrazione di bloccanti del fattore, determina 
un aumento dell’apoptosi in un modello in vivo di glaucoma (Foxton et al., 2013); allo stesso 
modo, in caso di ischemia retinica indotta ex vivo, il trattamento con VEGF-trap comporta un 
aumento dell’apoptosi nella retina interna (Casini et al., 2014). Inoltre, nella situazione specifica 
del danno indotto dallo stress ossidativo sui neuroni, è riportato che la somministrazione esogena 
di VEGF riduce l’entità dell’apoptosi causata dal trattamento con H2O2 di RGC in vitro. Lo stesso 
studio conferma che l’apoptosi rilevata è un processo caspasi-dipendente e che la protezione 
assolta dal VEGF nei confronti di questa induzione si realizza tramite attivazione della via di 
sopravvivenza PI3K/Akt, in seguito ad interazione del VEGF con VEGFR2 espresso sulle RGC 
(Foxton et al., 2013).  
Concludendo, poiché l’espressione del VEGF è finemente controllata dalla tensione di ossigeno 
così come dai livelli di glicemia, questo fattore si configura come un candidato ideale per 
preservare l’omeostasi retinica nelle fasi iniziali del danno prodotto dall’iperglicemia, dallo stress 
ossidativo e dall’ischemia (Saint-Geniez et al., 2008, Hu et al., 2013). Il potenziale ruolo del 
VEGF come molecola ad azione neuroprotettiva nella DR deve essere ancora analizzato nel 
dettaglio e confermato da prove ulteriori; tuttavia questa prima evidenza incoraggia la ricerca in 
questo senso e, allo stesso tempo, pone attenzione sulle potenziali controindicazioni delle terapie 















La rilevanza clinica ed epidemiologica della DR richiede uno sforzo nel tentativo di trovare 
sistemi in grado di promuovere l’avanzamento della ricerca. A tal proposito, un modello ex vivo, 
come quello indicato nel lavoro svolto, costituisce una riproduzione basale fedele ed efficiente 
delle condizioni iniziali connesse all’insorgenza della malattia e allo stesso tempo rappresenta un 
compromesso tra le criticità e i limiti dei due modelli estremi (in vitro e in vivo). Attraverso 
questo sistema è possibile indagare diversi aspetti connessi alla patogenesi, all’evoluzione e alla 
cura della malattia, tra cui merita particolare attenzione la neuroprotezione. Le nuove prospettive, 
infatti, sostenendo l’ipotesi “neurodegeneration-first”, spingono la ricerca in questo senso e 
prospettano l’utilizzo di sostanze che contrastano la sofferenza neuronale come strategia 
terapeutica per prevenire precocemente l’induzione della DR che conduce, in ultimo, alla perdita 
della visione. Ancora molti punti devono essere chiariti e l’esatto meccanismo della 
consequenzialità tra neurodegenerazione e alterazioni vascolari deve essere studiato e dimostrato 
nel dettaglio. In ogni caso, quanto visto finora costituisce un punto di partenza incoraggiante che, 
unito all’ottimizzazione di un modello sperimentale congeniale, permette di prospettare 
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